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1.1. LOCALIZACION DEL SURFACTANTE PULMONAR. ASPECTOS
HISTOFISIOLOGICOS DE LA UNIDAD ALVEOLO-CAPILAR
Para mantener sus procesos metabólicos, los animales superiores requieren oxígeno
molecular. El aparato respiratorio se encarga de la captación de oxígeno y la eliminación
de anhídrido carbónico, que son transportados hacia y desde los tejidos del organismo por
el sistema circulatorio.
Los órganos encargados del intercambio gaseoso son los pulmones. Cada pulmón se
organiza siguiendo un sistema de vías aéreas que se origina por bifurcación de la tráquea.
Esta se ramifica progresivamente originando conductos de un calibre cada vez menor, hasta
los bronquiolos respiratorios, que terminan en unas pequeñas cavidades: los alveolos
pulmonares. Estos son los únicos puntos donde se produce el intercambio gaseoso. Para la
eficacia de este proceso se expone una gran superficie en contacto con la atmósfera. El
pulmón humano posee 300 millones de alveolos que dan cuenta de una superficie total de
140 m2 (Gehr et al., 1978). Además, la organización anatómica de los alveolos debe estar
adaptada al establecimiento de un Intimo contacto entre la luz alveolar y los capilares. Por
ello, la barrera alveolo-capilar constituye una fina membrana que permite la rápida difusión
de los gases, al mismo tiempo que impide la liberación de agua y solutos hacia la luz
alveolar. Está constituida por tres capas: una epitelial; una intersticial, intermedia, y una
interna endotelial (Figura 1).
El lado endotellal de la barrera alveolo-capilar está constituido por un endoteio
capilar, estructural y funcionalmente idéntico al endotelio vascular del resto del organismo.
La capa intersticial está formada en el 50% de la superficie alveolar por una simple
lámina basal de tipo fibroso, situada entre los neumocitos tipo 1 y las células endoteliales
de los capilares (Burri, 1985). En esta zona se produce el intercambio gaseoso. En el resto
del alveolo, la capa intersticial está más engrosada, especialmente en los septos. En estas
zonas, la capa intersticial se compone de un tejido conectivo fibroso compuesto por una
matriz de fibras elásticas y de colágeno, fibronectina y proteoglicanos. Existen células de
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FIGURA 1. Sección transversal de un alveolo.
origen mesenquimático (fibroblastos, miofibroblastos y pericitos), células inmunitarias
(linfocitos T) e inflamatorias (macrófagos intersticiales y células de Langerhans). (Para
revisión ver Weibel y Crystal, 1991).
El lado epitelial de la barrera está formado por dos tipos celulares, los neumocitos
tipo 1 y los neumodtos tipo II, que están recubiertos por una capa acuosa que contiene una
sustancia de naturaleza liproteica, denominada surfactante pulmonar. La función principal
del surfactante pulmonar es reducir la tensión superficial del liquido que recubre la
superficie alveolar cuando se reduce el área del alveolo durante la espiración. Si este
complejo lipoproteico, capaz de modificar la tensión superficial, no estuviese presente se
desarrollarían, según la ley de Laplace P= 2T/r que relaciona la presión de apertura de las
cámaras (P) con la tensión superficial (T) y el radio del alveolo (r), considerables diferencias
Interstic¡o
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de presión entre alveolos de distinto tamaño, lo que conduciría al colapso de los más
pequeños durante la espiración.
Para desempeñar su función el surfactante se dispone como una monocapa en la
interfase aire-liquido. Cuando, durante el ciclo respiratorio, disminuye el área del alveolo,
aumenta la concentración de este agente tensoactivo en la interfase, alcanzando valores
mínimos de tensión superficial e impidiendo que el alveolo colapse.
Con respecto a los dos tipos de células epiteliales, los neumocitos tipo 1 son células
planas, con núcleo pequeño y extensiones citoplasmáticas de gran tamaño. Cubren entre un
90 y un 95% de la superficie alveolar, a pesar de que sólo son el 7% de las células del septo
alveolar. Su misión es facilitar el intercambio gaseoso, reduciendo la distancia entre la luz
alveolar y los capilares. En su interior presentan pocas mitocondrias, algunas cisternas del
retículo endoplasmático con ribosomas y escaso aparato de Golgi. Se pueden observar
vesículas pinocíticas que pueden transportar pequeñas cantidades de albúmina e
inmunoglobulinas hacia el espacio alveolar. Los neumocitos tipo 1 son células totalmente
diferenciadas que han perdido la capacidad de dividirse (Schneeberger, 1991).
Los neumocitos tipo II son células cúbicas que se localizan en las uniones de los
septos alveolares. Constituyen el 15% de las células del septo alveolar, pero no cubren más
del 10% de la superficie alveolar. Son células metabdlicamente muy activas. El rasgo más
característico de estas células es la presencia de los cuerpos lanielares. Estos orgánulos
constituyen el almacén intracelular del surfactante pulmonar. Contienen múltiples bicapas
de fosfolípidos rodeadas de una membrana limitante. Los cuerpos lamelares contiene
protemas especificas del surfactante. Aunque la función principal de los neumocitos tipo II
es la síntesis y secreción del surfactante pulmonar, estas células intervienen en el
metabolismo de agentes xenobióticos, en la regulación del equilibrio hídrico transepitelial
y en el mantenimiento del epitelio alveolar, por su capacidad de proliferar y diferenciarse
en neumocitos tipo 1 cuando estas células se ven afectadas por cualquier tipo de lesión
pulmonar. (Para revisión, ver Mason y Williams, 1991).
Los neumocitos tipo II sintetizan y secretan a la luz alveolar el surfactantepulmonar.
El ciclo biológico de este complejo lipoproteico (Figura 2) se inicia con la síntesis de sus
componentes en el retículo endoplasmático de estas células. Algunos de estos componentes
se procesan, posiblemente en el aparato de Golgi, y posteriormente se almacenan en los
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cuerpos lamelares en forma de bicapas lipídicas altamente empaquetadas y rodeadas de una
membrana limitante. El contenido de los cuernos lamelares se secreta por exocitosis a la luz
alveolar, donde sufre una serie de modificaciones que alteran sus propiedades bioquímicas
y morfológicas. En una primera etapa, el contenido de los cuerpos lamelares recién
FIGURA 2. Ciclo metabólico del surfactante pulmonar.
a) Síntesis en el retículo endoplasmático. b) Formación de los cuerpos lamelares. c) Secreción. d)
Formación de la mielina tubular, e) Formación de la monocapa en la interfase aire-líquido alveolar. O
Recaptura. (cl) Cuerpos lamelares. (cm) cuerpos multivesiculares. (g) Aparato de Golgi.
secretados adquiere una estructura característica del surfactante: la mielina tubular.
Mediante microscopia electrónica se ha identificado ala mielina tubular como una red de
Mor’ocapa de DPPC
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túbulos de seccionescuadradas constituidos por bicapaslipídicas (Williams, 1977, 1978). Esta
forma extracelular parece ser precursora de la monocapa que se dispone en la interfase aire-
liquido, responsable de las propiedades tensoactivas del complejo. Esta monocapa está
enriquecida en dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) medianteun proceso de inserción selectiva
y/o exclusión selectiva de otros componentes durante la contracción y expansión del alveolo
debida al ciclo respiratorio. También se observan en el alveolo vesículas uni y multilamela-
res. La eliminación del surfactante de la luz alveolar se produce mediante fagocitosis por los
macrófagos alveolares o bien por endocitosis por los neumocitos tipo II.
En el espacio alveolar existen macrófagos alveolares. Son las células no parenquimá-
ticas más abundantes del pulmón. Realizan una función clave en la defensa alveolar a través
de su capacidad de eliminar partículas extrañas y microorganismos. Asimismo, funcionan
como células accesorias en la respuesta inmune. Derivan de monocitos que salen de los
capilares, entran en el intersticio, donde se multiplican, y finalmente migran hacia la luz
alveolar (Crystal, 1991).
1.2. COMPOSICION DEL SURFACTANTE PULMONAR
Bajo la denominación de surfactante pulmonar se incluye una fracción intracelular
constituida por los cuerpos lamelares y una fracción extracelular que se puede recuperar
mediante lavado broncoalveolar. Esta última es heterogénea. Mediante centrifugación
diferencial (Thet et al., 1979; Magoon et al., 1983; Baritussio et al., 1984) o en gradiente de
densidad (Gross y Narine, 1989) se recuperan vesículas fosfolipídicas, mielina tubular y
cuernos lamelares recién secretados. Los resultados obtenidos indican que todas ellas tienen
una composición lipídica semejante (Magoon, 1983) y se diferencian en la composición
proteica (Wright et al., 1984).
Los estudios de composición se han realizado utilizado como material de partida a)
lavados broncoalveolares, b) cuerpos lamelares aislados a partir de homogeneizados de
pulmón, c) material secretado por el pulmón fetal al liquido amniótico y d) material
secretado por neumocitos tipo II al medio de cultivo.
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1.2.1. COMPOSICION LIPIDICA
El 90% del peso del surfactante pulmonar está constituido por lípidos (Whitsett,
1991; Wright y Clements, 1987). De ellos más del 80% son fosfolipidos (Jobe e Ikegami,
1987; Bambang-Oetomo et al., 1988), y especialmente fosfatidilcolina (PC), que constituye
aproximadamente un 80% de los mismos (Tabla 1). (Wright y Clements, 1987). La mayor
parte de este fosfolípido es DPPC, de manera que esta especie molecular disaturada
constituye entre un 40 y un 45% del peso del surfactante. (Schlame et al., 1988; Casals et al.,
1990; Van Golde y Casals, 1991). Las PCs insaturadas constituyen aproximadamente el 25%
de los fosfolípidos del surfactante. Son principalmente formas monoenoicas en las que en
las posiciones sn-1 y sn-2 aparecen en mayor medida los ácidos palmítico y oleico (Schlame
et aL, 1988).
El fosfatidilglicerol (PO) aparece en un porcentaje elevado de los fosfolípidos del
surfactante, aproximadamente en un 10% (King, 1984). Esta clase de fosfolípidos es escasa
en las membranas biológicas. Usualmente aparece en cantidades inferiores al 2% (White,
1973). En algunas especies como mono Rhesus (Egberts et al., 1987), poUo (Hylka y Doneen,
1982), tortuga (Lau y Keough, 1981) o sapo (Goñi et al., 1981) se encuentra en cantidades
muy pequeñas o prácticamente ausentes. En estos animales el surfactante pulmonar
contiene una cantidad equivalente de fosfatidilinositol (PI). La administración de inositol
a conejos causa una elevación en el contenido de PI, acompañada con una disminución
paralela en el contenido de PO sin que esta variación produzca ninguna alteración en la
función del surfactante (Beppu et al., 1983). Ambos fosfolípidos son ácidos, lo que indicaría
que, o bien la presencia de cargas negativas, o la existencia de grupos hidroxilo, podrían ser
requerimientos estructurales para el establecimiento de interacciones moleculares en el
surfactante.
Las otras clases de fosfolípidos se encuentran en proporciones menores. Así la
fosfatidiletanolamina (PE) constituye el 3% de los fosfolípidos del surfactante extracelular.
La proporción es algo mayor en los cuerpos lamelares, probablemente como consecuencia
de la existencia de una membrana limitante en estos orgánulos (Van Qolde y Casals, 1991).
La fosfatidilserina (PS) y la esfingomielina (SM) constituyen aproximadamente. el 3 y el 4%
de los fosfolipidos del surfactante, respectivamente. Otros fosfolípidos como lisofosfolípidos
y alquilacil y alquenilacil fosfolípidos, se encuentran en un porcentaje menor. Los lípidos
neutros como colesterol y ácido palmítico constituyen un 10% de la masa del surfactante.
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Otros lípidos neutros como diglicéridos y triglicéridos se encuentran en muy baja
proporción.
TABLA 1:COMPOSICION FOSFOLIPIDICA DELSURPACTANTE EXTRACELULARAIS-
LADO DE DISTINTAS ESPECIES DE MAMIFEROS
% DE FOSFOLIPIDOS TOTALES
LíPIDO CERDO CONEJOb GATO’ HOMBRE’ MONOd PERRO’ RATA’
-PO
PB
SM
PS
otros
79 86.1 . ~. 86.3 80.5 83.2 18 82
3 4.6 2.1 9.1 1.4 5 9
8 2.9 3.2 2.3 2.1 9 t 3
3 0:4 842 8.12 13 4 2
41 •4~51 10.3 2 44
A1.8 1
3 1.5 . 5
PC, fosfatidilcolina; PO fosfatidilglicerol; PB, fosfatidiletanolamina;
fosfatidilinositol; PS, fosfatidilserina.
SM, esfingomielina; PI,
1 p~ + Ps, SM + PI + Ps + otros, Ps + otros, PI + PS + otros.
Harwood y Richards, 1985. b Casals et al., 1990. ‘Shelley et al., 1984. d Egberts
Schlame et al., 1988.
et al., 1987.
1.2.2. COMPOSICION PROTEICA
Elcontenido proteico del surfactante pulmonarvaría considerablemente, dependien-
do del procedimiento de aislamiento empleado. Las proteínas componen un 10% de la masa
del surfactante que se recupera en el lavado broncoalveolar. De ellas, la mitad aproximada-
mente son proteínas del plasma. Incluyen principalmente albúmina e inmunoglobulinas. El
resto, corresponde a proteínas específicas del surfactante pulmonar, que se han clasificado
en dos grupos, basándose en su solubilidad en disolventes acuosos:
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Hidrofílicas. Denominadas SP-A y SP-D de acuerdo con el criterio establecido
por Possmayer (1988). La SP-A constituye entre un 3 y un 4% de la masa del
surfactante (Hawgood, 1991). No se conoce de un modo definitivo la cantidad de SP-
D presente en el surfactante. Kuroki y colaboradores (1991 a) muestran que la
cantidad de SP-D en lavados broncoalveolares de rata es un 12% de la cantidad de
SP-A en las mismas muestras. De acuerdo con estos resultados, es probable que la
cantidad de SP-D en el surfactante sea inferior al 0.5%. La SP-A y la SP-D son
proteínas que, por presentar una región semejante al colágeno y otra región
homóloga a las lectinas de tipo C se han incluido en una familia de proteínas
denominadas colectinas (Drickamer et al., 1986).
Hidrofóbicas. Denominadas SP-B y SP-C, de acuerdo con el mismo criterio. Son
insolubles en disolventes acuosos y se extraen con los lípidos del surfactante en la
fase orgánica. Son proteínas pequeñas que proceden de precursores de mayor
tamaño. Se ha estimado que constituyen aproximadamente un 1-2% de la masa del
surfactante.
1.3. CARACTERíSTICAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES DE
LAS PROTEíNAS DEL SURFACTANTE PULMONAR
13.1. PROTEíNAS HIDROFILICAS
13.1.1. Colectinas. Características generales
Las colectinas son un grupo de proteínas relacionadas estructural y funcionalmente.
Se caracterizan porque presentan una región N-terminal de secuencia y estructura
secundaria semejante al colágeno y una región C-terminal con actividad tipo lectina o
asociada al sistema de complemento. Esta familia incluye a las proteínas del surfactante SP-
A y SP-D, a las proteínas del suero que unen manosa (MBP), la conglutinina bovina y el
factor de complemento Clq. En ésta última, el dominio C terminal contiene una región de
unión de inmunoglobulinas. En todas las demás proteínas, esta región une carbohidratos en
un proceso dependiente de calcio, de acuerdo con su homología con las lectinas de tipo C.
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Recientemente se ha aislado y caracterizado una lectina presente en el suero bovino,
denominada CL-43, que podría también pertenecer a esta familia (Holmskov et al., 1993).
Todas ellas son proteínas oligoméricas. Las subunidades se ensamblan mediante la
asociación de tres cadenas polipeptídicas a través de sus regiones N-terminales para formar
una triple hélice de colágeno. En la SP-A, Clq, MBP y conglutinina la triple hélice de
colágeno presenta un acodamiento por la interrupción de la repetición de la secuencia Oly-
X-Y. Las regiones no colagénicas adoptan una estructura globular. En el caso de la SP-A,
6 triples hélices de colágeno se asocian para formar una estructura peculiar que se asemeja
a un ramo de flores (Voss et al., 1988; Thiel y Reid, 1989; Sastry y Ezekowitz, 1993), en el
que las cabezas globulares asemejarían las flores y las regiones colagénicas los tallos (Figura
3). La conglutinina y probablemente la SP-D adoptan una estructura con forma de cruz
(Thiel y Reid, 1989; Sastry y Ezekowitz, 1993). Cuatro triples hélices de colágeno se unen
por sus regiones N-terminal mientras que los dominios C-terminales se alejan para formar
los brazos (Figura 3).
Al menos cuatro colectinas, Clq, MBP, SP-A y conglutinina, se unen a un mismo tipo
de receptor de membrana plasmática (Malhotra et al., 1990), una glicoproteina de 56 kDa
(Malhotra y Sim, 1989). No se ha estudiado hasta el momento la unión de la SP-D
(Malhotra et al., 1993).
Este receptor se ha aislado de numerosos tipos celulares, incluyendo linfocitos
de amígdala humana, una línea celular de monocitos (Malhotra y Sim, 1989), células
endoteiales y plaquetas (Peerschke et al., 1993) y de una línea de neumocitos tipo II
(Malbotra et al., 1992).
La unión de Clq, SP-A, conglutinina y MBP al receptor se produce a través de
la región de colágeno (Malhotra et al., 1993). Estos autores sugieren que la región donde
se produce el acodamiento de la triple hélice de colágeno, una zona con abundancia de
residuos cargados, podría ser la región implicada en la unión de las colectinas al receptor
de colectinas, ya que al incrementarse la fuerza iónica del medio se inhibe el proceso de
unión de las proteínas al receptor.
SP-A, SP-D, MBP y conglutinina participan en la defensa no inmunitaria frente a
agentes patógenos (Sastry y Ezekowitz, 1993). Las colectinas actuarían como puentes entre
los agentes infecciosos y las células fagocíticas. A través del dominio de reconocimiento de
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carbohidratos se unen a las bacterias o virus y a través del dominio colagénico al receptor
de las células fagocíticas (Haurum et al., 1993; Sastry y Ezekowitz, 1993; Haagsman et al.,
1994).
<c)
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FIGURA 3. Estructura de Clq o SP-A (a), MBP (b) y conglutinina (e).
SP-A y Clq son proteínas hexaméricas constituidas por seis triples hélices de
colágeno unidas a un dominio globular. Ambas constan de 18 subunidades. MBP
tiene una estructura similar, pero cuando se aisla aparece una población más
heterogénea, constituida por trímeros principalmente, tetrámeros y hexámeros.
La conglutinina es una proteína de mayor tamaño, formada por cuatro
protómeros, cada una de ellos con una región colagénica y otra globular. Toma-
do de Sastry y Ezekowitz, 1993.
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13.11. SP-A
1.3.1.2. 1. Estructura de la SP-A
El estudio de la estructura primaria de la SP-A pone de manifiesto la presencia de
dos dominios estructuralmente diferentes en cada subunidad de la SP-A: un dominio N-
terminal, de secuencia y estructura semejante al colágeno, y un dominio C-terminal con
actividad de tipo lectina. La masa molecular de cada subunidad de la SP-A se ha
determinado mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS y en
condiciones reductoras. Se obtienen valores que oscilan entre 26 y 38 kDa, con puntos
isoeléctricos entre 4.5 y 5.0. Esta heterogeneidad deriva principalmente del grado de
gjicosilación de la SP-A. La SP-A está glicosilada en la región C-terminal. Mediante
microscopia electrónica se observa que la forma nativa de la SP-A tiene una compleja
estructura hexamérica con 6 dominios globulares conectados a un tallo común (Voss et al.,
1988). Esta compleja estructura parece estar compuesta por 18 subunidades (Voss et al.,
1988; King et al., 1989). En un primer paso del proceso de ensamblaje de la SP-A 3
subunidades se unen para formar una unidad que vamos a denominar protómero, mediante
la formación de una triple hélice de colágeno estabilizada por puentes disulfuro
intercatenarios (Hass et al., 1991). Parece ser que el dominio globular de cada subunidad
podría funcionar como un sitio de nucleación para la formación de la triple hélice en
analogía con otros colágenos (Spissinger et al., 1991). En un último paso, la estructura
hexamérica de la SP-A se formaría por agregación lateral de las regiones colagénicas de 6
protómeros (Figura 4) de forma semejante a como ocurre con otras colectinas.
Los dominios estructurales de cada subunidad de SP-A presentan las siguientes
características (Figura 4):
N-terminal. Incluye un péptido señal de 20 aminoácidos, que se elimina en las etapas
iniciales del procesamiento de la proteína. Existe una cisteina en esta región en todas
las especies estudiadas que es esencial para la formación de puentes disulfuro
intermoleculares (Benson et al., 1985), importantes en el alineamiento de las
cadenas, y necesarios para la oligomerización de la proteína madura. En la mayor
parte de las especies estos puentes disulfuro son los únicos enlaces covalentes entre
las subunidades de la SP-A. Sin embargo, en la proteína humana existen otras
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cisteínas en posiciones 67 y 85 que podrían formar puentes disulfuro (Hawgood y
Schiffer, 1991). En esta región existe un posible sitio de glicosilación en algunas
especies como perro (Benson et al., 1985) y rata (Sano et al., 1987 c). Sinembargo,
no existe en la proteína humana (White et al., 1985) o conejo (Hawgood, 1989). La
región N-terminal de la proteína de rata se acetila “in vitro” en cultivos de
neumocitos tipo II (Weaver et al., 1986). No se sabe si esta modificación ocurre
también “in vivo”. La modificación no se ha detectado en SP-A de perro (Weaver
et al., 1986).
Reilión semejante al colá2eno. Se extiende entre los aminoácidos 8 y 80. Consta de
la repetición de 213 tripletes Qly-X-Y. La posición Y está ocupada por prolina en 13
de los 23 tripletes. En todos, está modificada post-traduccionalmente a hidroxiprolina
(Hawgood, 1989). Esta región se organiza estructuralmente como una triple hélice
de colágeno. Los espectros de dicroísmo circular de la SP-A muestran una banda
negativa a 205 nm (Voss et al., 1988; King et al., 1989; Haagsman et al., .1990), que
desaparece después del tratamiento con colagenasa bacteriana (Voss et al., 1988;
King et al., 1989). Asimismo, el tratamiento de la SP-A con tripsina produce un
fragmento resistente a la digestión por esta enzima proteolítica que, cuando se
analiza mediante dicroísmo circular, presenta un espectro típico de colágeno (King
et al., 1989). Mediante microscopia electrónica de SP-A purificada se observa una
estrecha asociación lateral en la mitad N-terminal de la zona colagénica de manera
que las 6 triples hélices de colágeno se asocian en la forma madura
de la proteína (Voss et al., 1988). La repetición de la secuencia Gly-X-Y se
interrumpe después del triplete 13 en la SP-A humana. Mediante microscopia
electrónica se visualiza que esta interrupción provoca un acodamiento en la
dirección de las triples hélices de colágeno de manera que ya no existe asociación
lateral entre ellas (Voss et al., 1988).
Dominio globular. Está formado por los últimos 148 aminoácidos, en el extremo
C-terminal de la proteína. Incluye un dominio de reconocimiento de carbohidratos,
constituido por los últimos 130 aminoácidos, homólogo con el de otras proteínas que
unen a azúcares en presencia de calcio (lectinas tipo C) (Drickamer et al., 1986). En
todas estas proteínas, este dominio de reconocimiento de carbohidratos se
caracteriza por la presencia de 18 residuos invariables, entre ellos 4 cisteínas. En la
SP-A la cisteina de la posición 135 se une mediantepuente disulfuro a la de posición
226. Igualmente ocurre con las de posiciones 204 y 218 ( Haagsman et al., 1989; Ross
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et al., 1991). Esta región de la SP-A está glicosilada en la asparagina de la posición
198 (Hawgood, 1989). Los azúcares unidos en esta posición a la SP-A de rata se
sulfatan en cultivos de neumocitos tipo II (Weaver et al., 1987). La incorporación de
restos de ácido siálico también contribuye a la heterogeneidad de cargas de la
proteína (Hawgood y Schiffer, 1991).
SP-A
Dominio botinaDominio Colagéilco Unión a I$pidos?
Pueites disulfuro Acodamieoto Pueites dísUfu,o intramo¡.cularn
intermoleculares
Mr 36000
Mr 660000
(6x318 subunidades>
Sitio de glicosilación
226 u
COOH
— 20 r~ m
FIGURA 4. Dominios estructurales de la SP-A y ensamblaje de los monómeros para
fomar la estructura oligoniérica de la proteína nativa.
Ensamblaje
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13.122. Propiedades de la SP-A
A) Unión de azúcares
La SP-A une azúcares en un proceso dependiente de calcio (Haagsman et al., 1987).
La unión requiere el mantenimiento de la integridad estructural de la proteína, ya que la
reducción y alquilación de la SP-A, la desnaturalización térmica de la triple hélice de
colágeno y el tratamiento con colagenasa bacteriana anulan la capacidad de unión de la SP-
A a azúcares inmovilizados sobre agarosa (Haagsman et al., 1987).
La selectividad de la unión de distintos azúcares a la SP-A se ha estudiado midiendo
la inhibición por distintos azúcares de la unión de SP-A a manano inmovilizado. La SP-A
unida al manano se valora mediante técnicas inmunológicas, utilizando anticuerpos anti-SP-
A. La SP-A une selectivamente N-acetil-manosamina> L-fucosa, maltosa> D-glucosa> D-
manosa (Haurum et al., 1993). Otras colectinas como la conglutinina o MBP en las mismas
condiciones muestran mayor afinidad por N-acetil-glucosamina, azúcar que no~ inhibe la
unión de la SP-A a manano (Haurum et al., 1993).
La unión de los azúcares a la SP-A depende de calcio. No se produce unión a
concentraciones de calcio inferioresa 10 MM. La unión óptima se produce a concentraciones
de calcio en el rango 0.1-1 mM (Haurum et al., 1993). En presencia de otros cationes
divalentes, como estroncio, y en menor medida bario y manganeso, también s¿ produce
unión de azúcares a la SP-A (Haagsman et al., 1987).
B) Unión a lípidos
Una de las propiedades más importantes de la SP-A es su capacidad de unir
fosfolípidos. La SP-A se coaísla con los lípidos del surfactante, encontrándose por tanto, en
el alveolo asociada con ellos (King y McBeth, 1979; 1981).
Los ensayos de unión de la SP-A a vesículas de fosfolípidos se han realizado con ‘9-
SP-A y/o liposomas marcados con ‘4C. Los datos de los que se dispone actualmente sobre
la interacción de la SP-A con los fosfolípidos son los siguientes:
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- Mediante técnicas de centrifugación en gradiente de densidad se ha demostrado
que la SP-A se une en mayor medida a vesículas mixtas de DPPC con
fosfatidilglicerol. La máxima unión se produce con vesículas de DPPC/DPPG
(85:15, en peso) (King et al., 1983). Sin embargo, mediante experimentos de
interacción de ‘9-SP-A con fosfolípidos inmovilizados sobre placas de siicagel,
Kuroki y Akino (1991) observaron una interacción específica de la SP-A con
DPPC y SM. U SP-A no se unía a DPPG en las mismas condiciones. Ambos
estudios se realizaron en presencia de calcio.
- Mediante técnicas de sedimentación se ha demostrado que la unión de la SP-A
a fosfolípidos es mayor a temperaturas por debajo de la temperatura de
transición de fase de los fosfolípidos correspondientes (King et al., 1986).
- La unión de la SP-A a los lípidos requiere el mantenimiento de la integridad
estructural de la proteína. El tratamiento con colagenasa bacterianá (Kuroki y
Akino, 1991; Ross et al., 1991) o la reducción y alquilación de la proteína (Ross
et al., 1991) anula la capacidad de la SP-A de unirse a fosfolípidos.
No se conoce la región de la molécula que interacciona con los fosfolípidos, aunque
Ross y colaboradores (1986) sugieren que la región de unión entre el dominio colagénico
y el dominio de reconocimiento de carbohidratos, una zona con abundancia de residuos
hidrofóbicos que se ajusta al modelo de una hélice anfipática, podría ser la zona implicada.
En cuanto al efecto de la SP-A sobre los fosfolipidos, los datos de los que se dipone
son los siguientes:
- Mediante técnicas de espectroscopia infrarroja se ha demostrado que la SP-A
no modifica sustancialmente el perfil de transición de fase de vesículas de
DPPC/DPPG (85:15, en peso) cuando se utiliza una relación lípido/SP-A (1:1,
en peso). A una relación (1:2, en peso) incrementa la temperatura de transición
de fase sin afectar a la cooperatividad del proceso, lo que sugiere que la
interacción entre la SP-A y los fosfolípidos ocurre, probablemente, por
interacciones electrostáticas entre la proteína y la cabeza polar de los mismos
(Reilly et al., 1989).
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- La SP-A agrega vesículas de fosfolípidos en presencia de calcio (King et al.,
1981; Hawgood et al., 1985; Haagsman et al., 1989; Ross et al., 1991). La agrega-
ción de vesículas requiere el mantenimiento de la integridad estructural de la
SP-A, ya que el tratamiento con colagenasa bacteriana (Haagsman et al., 1989;
Ross et al., 1991) y la reducción y alquilación de la SP-A impiden la agregación
(Ross et al 1991). La desglicosilación de la SP-A mediante tratamiento con
endoglicosidasa F disminuye drásticamente la agregación de vesículas de
DPPC/PG de huevo (7:3, en peso) inducida por la SP-A (Haagsman et al.,
1991). Estos autores suponen la existencia de un mecanismo de agregación de
vesículas basado en la unión de los azúcares de una molécula de SP-A al sitio
de unión de azúcares de otra molécula de SP-A, pero no se ha publicado
ningún otro trabajo que apoye esta posibilidad. Serán necesarios nuevos
estudios para afirmar o descartar la existencia de un mecanismo de agregación
de vesículas de este tipo.
- La SP-A no fusiona vesículas lipídicas, pero incrementa la actividad fusogénica
de la SP-B, o al menos la capacidad de la SP-E de mezclar el componente
lipídico de estas vesículas. El proceso es dependiente de calcio (Poulain et al.,
1991).
- La SP-A aumenta la adsorción de extractos lipídicos del surfactante pulmonar,
que contienen las proteínas hidrofóbicas SP-B y SP-C, en presencia de calcio
(Hawgood et al., 1985; Efrati et al., 1987; Chung et al., 1989; Venkitaraman et
al., 1990). En ausencia de las proteínas hidrofóbicas, el incremento en la
velocidad de adsorción de fosfolípidos provocado por la SP-A es insuficiente
para explicar las propiedades del surfactante (King et al., 1983; Yu y Possmayer,
1990).
1.3.1.2 3. Funciones de la SP-A
Desde que se produjo el aislamiento y caracterización de las proteínas del surfactante
pulmonar se ha atribuido a dichas proteínas diversas funciones. Existen argumentos que
apoyan la participación de las proteínas en prácticamente todas las etapas del ciclo biológico
del surfactante, desde el ensamblaje en los cuernos lamelares, hasta la internación del
complejo por los neumocitos tipo II o los macrófagos alveolares (Figura 10). La SP-A es una
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proteína oligomérica, y su peculiar estructura le permite unir azúcares, interaccionar con los
fosfolípidos y unirse a receptores de membrana de los neumocitos tipo II y macrófagos
alveolares. Por tanto, puede establecer gran número de interacciones moleculares que le
permiten intervenir en numerosas etapas del ciclo biológico del surfactante (Figura 10):
- Participación en la formación de la mielina tubular. “In vitro” se obtienen
figuras semejantes a las de mielina tubular a partir de mezclas de lípidos que
contienen DPPC y fosfatidilglicerol, junto con SP-A, SP-B y calcio (Suzuki et al.,
1989; Williams et al., 1991).
- Promoción de la adsorción de fosfolípidos a la interfase aire-líquido en
presencia de las proteínas hidrofóbicas (Efrati et al.; 1987; Hawgood et al 1987;
Chung et al., 1989; Cockshutt et al., 1990; Venkitaraman et al., 1990)
- Inhibición de la secreción (Dobbs et al., 1987; Rice et al., 1987) y estimulación
de la recaptura del surfactante pulmonar (Wright et al., 1987) por lds neumoci-
tos tipo II, probablemente a través de la interacción con un receptar, compor-
tándose como un regulador de la concentración del complejo en el alveolo.
- Participación en la defensa alveolar. Se une, probablemente a través de la
interacción con un receptor, a la superficie de los macrófagos alveolares
(Wintergerst et al., 1989; Wright et al., 1989; Pison et al., 1992), estimulando su
migración e incrementando la fagocitosis de bacterias y virus por estas células
(Van Iwaarden et al., 1990; 1992 b;).
Todas estas funciones son dependientes de la unión de calcio a la SP-A.
13.1.3. SP-D
1.3.1.3.1. Estructura de la SP-D
La SP-D fue la última proteína específica del surfactante aislada y caracterizada, a
partir de medios de cultivo de neumocitos tipo II de rata (Persson et al., 1988), de lavados
broncoalveolares de rata (Persson et al., 1989) y humanos (Lu et al., 1992) y de fluido
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amniótico humano (Lu et al., 1992). Se trata de un grupo de varias proteínas con un punto
isoeléctrico entre 6 y 8 (Persson et al., 1989) con una masa molecular determinada mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida de 43 kDa en condiciones reductoras y 120-130 kDa
en ausencia de agentes reductores (Persson et al., 1988; 1989). El tratamiento de la proteína
con endoglicosidasa F o neuraminidasa previo a la realización de la electroforesis reduce la
masa molecular aparente a 40 kDa (Persson et al., 1988), lo que indica que la SP.D está
glicosilada. La masa molecular de la proteína nativa determinada mediante cromatografía
de penetrabilidad es de 620 kDa (Persson et al., 1989; Shiniizu et al., 1992).
Se conoce la secuencia de aminoácidos derivada de los correspondientes cDNA para
la SP-D de rata (Shimizu et al., 1992), humana (Rust et al., 1991; Lu et al., 1992) y bovina
(Lim et al., 1993). De su estudio se puede deducir que presenta una gran homología con la
SP-A y otras proteínas pertenecientes al grupo de las colectinas, especialmente con la
conglutinina. De acuerdo con esa homología con las colectinas, la SP-D une azúcares en
presencia de calcio, con una mayor afinidad para a-D-glucosa.
Al igual que en la SP-A, en la SP-D pueden establecerse varios dominios estructura-
les (Figura 5):
N-terminal. Está constituido por 25 aminoácidos. Aparecen dos residuos de cisteina
en posiciones 15 y 20 que establecen puentes disulfuro intercatenarios. Estas cisteinas
están conservadas en todas las especies estudiadas. A esta región le precede un
péptido señal (Lu et al., 1992).
Dominio colapénico. Está constituido por 177 aminoácidos en las proteínas humana
y de rata (Shimizu et al., 1992; Rust et al., 1991; Lu et al., 1992) y por 171 en la
bovina (Lim et al., 1993). AA igual que en la SP-A, está constituido por la repetición
de la secuencia Qly-X-Y. 33 residuos de prolina y 12 de Usina aparecen en estas
posiciones (Shimizu et al., 1992). El 30% de las prolinas y el 40% de las lisinas están
hidroxiladas (Persson et al., 1989). Los primeros 22 aminoácidos de esta región
están conservados en todas las proteínas estudiadas (Lim et aL, 1993). En esta
región colagénica no existe ninguna cisteina. La incubación de la proteína con
colagenasa bacteriana produce un fragmento resistente de 20 kDa que retiene la
afinidad de unión a los azúcares (Lu et al., 1992, Persson et al., 1988). En este
dominio existe un sitio de glicosilación (Rust et al., 1991; Shimizu et al., 1992; Lu et
al., 1992; Lini et al., 1993).
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FIGURA 5. Estructura de la SP-D.
Tomado de Haagsman, 1994.
Dominio C.terminal. Está formado por 153 aminoácidos en las proteínas
estudiadas. La especificidad por los azúcares viene determinada por 17 o 18 residuos
conservados en todas las SP-D estudiadas. Entre ellos, cuatro residuos de cisteína en
las posiciones 261, 331, 345 y 353 de las proteínas de rata y humana, y 225, 325, 339
y 347 en la bovina (Llm et al., 1993), que forman puentes disulfuro intracatenarios.
No se conocen los residuos implicados en la formación de cada puente disulfuro,
pero si el patrón fuese similar al observado en otras proteínas de este grupo, incluida
la SP-A los puentes disulfuro implicarían a las Cys~-Cys.53 y Cys~~’-Cys~ de las
proteínas de rata y humana, y las correspondientes cisteinas de la proteína bovina.
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1.3.1.3.2 Propiedades de la SP-D
A) Unión de azúcares
Al igual que las SP-A, MBP y conglutinina, la SP-D une azúcares en presencia de
calcio (Persson et al., 1990). La afinidad es mayor para a-D-glucosa y sacáridos de este
azúcar como maltosa, maltotriosa e isomaltosa. También une manosa, galactosa y fucosa.
No presenta unión a azúcares aminados. La concentración de calcio necesaria para la unión
es muy baja, del orden micromolar. A diferencia de la SP-A, no existe unión de azúcares
a la SP-D en presencia de otros cationes divalentes como estroncio, bario o manganeso
(Persson et al., 1990)
B) Unión a fosfolipidos
A diferencia de las otras proteínas específicas del surfactante pulmonar, no se ha
establecido de un modo definitivo la unión de la SP-D a los fosfolípidos. La centrifugación
de muestras de lavado broncoalveolar a 33000 x g durante 16 horas permite separar un
precipitado en el que se encuentran los lípidos y las proteínas hidrofóbicas y un sobrenadan-
te. Mediante ELISA se detecta que más del 70% de la SP-D presente en el lavado
broncoalveolar se encuentra en el sobrenadante, mientras que sólo un 0.9% de la SP-A se
encuentra en esa fracción. Por tanto, en el lavado broncoalveolar la SP-D no se encuentra
mayoritariamente asociada con los complejos lipoproteicos que forman la SP-A, la SP-B, la
SP-C y los fosfolípidos del surfactante (Kuroki et al., 1991 a). Sin embargo, este grupo de
investigadores muestra que fracciones de SP-D homogéneas según electroforesis en geles
de poliacrilamida en presencia de SDS, cuando se analizan mediante cromatografía de alta
resolución (HPLC), aparecen como dos picos, uno de los cuales desaparece cuando,
previamente a su aplicación en la columna, se somete a las muestras a una extracción con
butanol. El análisis de la fracción soluble en butanol mediante cromatografía en capa fina
muestra que los lípidos asociados a la SP-D son colesterol, triglicéridos, ácidos grasos y
sobre todo fosfolipidos. El principal componente de éstos es fosfatidilcolina y, en general,
la composición de los fosfolípidos es semejante a la del surfactante. Dada la semejanza
estructural con la SP-A, podría suponerse una interacción con los lípidos semejante a la de
la SP-A. Sin embargo, existen diferencias:
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- La SP-D no compite con ‘9-SP-A por la unión a DPPC inmovilizada sobre
placas de silicagel (Kuroki et al., 1991 a).
- La SP-D no agrega vesículas de DPPC/PC de huevo/PO de huevo (9:3:2
m/m/m) (Kuroki et al., 1991 a).
- La SP-D interacciona de manera especifica con PI (Kuroki et al., 1992).
La SP-D une glicolipidos, exclusivamente glucosilceramidas, en presencia de calcio.
La SP-D no une galactosilceramidas ni ceramidas. No se produce unión en presencia de
otros cationes divalentes (Kuroki et al,. 1992).
1.3.1.3.3. Funciones de la SP-D
Hasta el momento la única función atribuida a la SP-D es su participación en la
defensa alveolar frente a agentes patógenos. Se ha publicado que la SP-D se une a la
superfice de los macrófagos alveolares y estimula la producción de radicales superóxido por
estas células (Van Iwaarden et al., 1992 a). La SP-D incrementa la fagocitosis de bacterias
(Kuan et al., 1992; Crouch et al., 1992), probablemente actuando como puente entre los
agentes infecciosos y las células fagocíticas. Hasta el momento, no se ha estudiado la unión
de la SP-D al receptor de colectinas, común para Clq, SP-A, MBP y conglutinina, ni a
ningún otro receptor de membrana.
Los estudios realizados hasta el momento no atribuyen una participación de la SP-D
en la organización estructural del surfactante pulmonar. Esta proteína no se encuentra en
la mielina tubular ni en los cuerpos lamelares (Crouch et al., 1991, Vorhoout et al., 1992).
La extracción selectiva de la SP-O no afecta a los valores de tensión superficial de muestras
de surfactante (Persson et al., 1990). A diferencia de la SP-A, no parece alterar la secreción
de DPPC por los neumocitos tipo II (Kuroki et al., 1991 b).
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13.2. PROTEíNAS HIDROFOBICAS
13.2.1. SP-B
1.3.21.1. Estn.¿ctura de ¡a SP-B
Se conoce la secuencia de la proteína obtenida a partir del cDNA de la SP-B humana
(Glasser et al., 1987; Jacobs et al., 1987; Revak et al., 1988), de peno (Hawgood et al., 1987),
conejo (Xu et al., 1989), rata (Emrie et al., 1989) y ratón (D’Amore-Bruno et aL, 1991).
La forma funcionalmente activa de la SP-B es un péptido de 79 aminoácidos
(Curstedt et al., 1988). La masa molecular determinada mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS es de 18 kDa en condiciones no reductoras y de 6-9 kDa
en ausencia de agente reductor. Del análisis de su secuencia se puede deducir que tiene un
alto contenido en aminoácidos hidrofóbicos, dos aminoácidos cargados negativamente y diez
u once aminoácidos básicos, por lo que la carga neta del péptido es positiva al pH
fisiológico. Contiene 7 cisteinas en la mayor parte de las especies estudiadas. Las posiciones
de estos residuos están conservadas. Se ha establecido el patrón de puentes disulfuro
intramoleculares (Figura 6) que existen en el péptido humano y en el de cerdo (Johansson
et al., 1991 a; 1992): Cys8-Cys~, Cys~-Cys~ y Cys.~-Cys~. La cisteina de posición 48 establece
un puente disulfuro intermolecular con el correspondiente residuo de la misma posición de
otra molécula de SP-B, formando un homodímero que es la forma en la que se encuentra
la SP-B en la mayor parte de las especies estudiadas (Hawgood et al., 1987).
Utilizando perfiles de hidropatía se ha podido concluir que el péptido presenta al
menos dos regiones que son compatibles con la existencia de hélices anfipáticas (Glasser
et al., 1987; Takahaski et al., 1990; Waring et al., 1990) que le permitiría interaccionar con
la bicapa lipidica. Estudios de espectroscopia infrarroja (Vandenbussche et al., 1992 a) o de
dicroísmo circular utilizando tanto SP-B sintética (Morrow et al. 1993 a) como proteína
aislada de pulmón de cerdo (Pérez-Gil et al., 1993) muestran que en todos los casos, el
péptido presenta entre un 40 y un 45% de a-hélice en presencia de lípidos.
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FIGURA 6. Representación esquemática de la estructura de la SP-B.
Los círculos llenos indican aminoácidos hidrofóbicos que se encuentran
conservados en las proteínas humana, porcina, canina y de rata. Los puentes
disulfuro intracatenarios que se establecen entre los residuos 8 y 77, 11 y 71 y 35
y 46 están también altamente conservados. La SP-B aparece como un
homodímero estabilizado por puentes disulfuro intercatenarios que se establecen
a través de la cisteina de posición 48 de dos moléculas de SP-B. Tomado de
Johansson et al. (1991 a).
La forma madura del péptido procede de un precursor de mayor tamaño. El
precursor de la SP-B tiene 381 residuos en la SP-B humana (Jacobs et al., 1987; Piot-Matías
et al., 1989), 362 en la de perro (Hawgood et al., 1987), 376 en la de rata (Emrie et al.,
1989), 377 en la de ratón (D’Aniore-Bruno et al.; 1991) y 370 en la de conejo (Xu et al.,
1989). La masa molecular del precursor es de 40-42 kDa determinada mediante electrofore-
sis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS. Los primeros 20-25 aminoácidos de este
precursor son hidrofóbicos y se ajustan al modelo propuesto para los péptidos señal (Jacobs
et al., 1987). Las secuencias que flanquean al péptido maduro son relativamente hidrofílicas
y podrían facilitar el tránsito intracelular de la proteína antes de la eliminación de las
secuencias flanqueantes y de su posterior secreción. En todas las especies existe un sitio de
glicosilación en el extremo C terminal del precursor. El tratamiento con endoglicosidasa F
o tunicamicina incrementa la movilidad electroforética del precursor (Weaver y Whitsett,
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1989, O’Reilly et al., 1989), lo que indica que el precursor de la SP-fi se encuentra realmente
glicosilado. A partir de la secuencia del cDNA de la SP-fi humana se puede deducir la
secuencia del cDNA de la SP-B humana se puede deducir la existencia de un sitio adicional
de glicosilación en la región N terminal del precursor (Glasser et al., 1987; Jacobs et al.,
1987, Piot-Matias et al., 1989), aunque no se conoce si la modificación ocurre “in vivo”.
Los precursores de la SP-B son proteínas heterogéneas respecto a la carga. Así, el
precursor de la SP-B humana es un conjunto de proteínas con puntos isoeléctricos de 5.1-5.4
(O’Reilly et al., 1989).
1.3.2.1.2 Propiedades de la SP-B. Unión a lípidos
La SP-B es una proteína hidrofóbica que se aisla junto con los lípidos en la fase
orgánica que resulta de la extracción del surfactante con disolventes orgánicos. Por tanto,
se encuentra estrechamente asociada a los lípidos del surfactante y la interacción con ellos
modifica sustancialmente algunas propiedades de los lípidos:
- La presencia de SP-B promueve la mezcla del componente lipídico entre
vesículas, determinado mediante estudios de transferencia de energía entre
vesículas que incluyen PB marcada en su cabeza polar con una sonda fluorescen-
te, nitrobenzoxadiazol (N?BD-PE) y vesículas que incluyen PB marcada en su
cabeza polar con una molécula aceptora, rodamina (RH-PE) (Poulain et al.,
1991). Resultados semejantes se han obtenido mediante la variación de la tasa
de emisión de fluorescencia dímero/monómero de sondas de pireno-PC
(Oosterlaken-Dijkterhuis et al., 1992). El proceso se produce tanto con vesículas
neutras como con vesículas ácidas, aunque la presencia de PG incrementa
considerablemente la mezcla del componente lipidico, y lo hace dependiente de
calcio (Poulain et al., 1991; Oosterlaken-Dijkterhuis et al., 1992). El efecto
sinérgico producido por la SP-A sobre la actividad de la SP-E para inducir la
mezcla del componente lipídico entre vesículas de DPPC/DPPG (7:1, mol/mol)
(Poulain et al., 1991), podría deberse a la agregación de vesículas inducida por
la SP-A en presencia de calcio, que facilite el subsiguiente proceso de fusión o
a través de interacciones entre la SP-A y la SP-E, hasta el momento no
demostradas.
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-Mediante la utilización de sondas fluorescentes como ácido trans-parinárico,
ácido cis-parinárico o 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), se pone de manifiesto
que la interacción de la SP-fi con vesículas de DPPC/DPPG (7:1, mol/mol) no
modifica los valores de anisotropía de fluorescencia de estas sondas tanto en el
estado gel como en el liquido-cristalino. Dado que éstas se localizan en el
interior hidrofóbico de la bicapa, estos resultados sugieren que la SP-fi no
modifica sustancialmente el empaquetamiento de las cadenas hidrocarbonadas
de los fosfolípidos (fiaatz et al., 1990). Cuando el mismo tipo de vesículas se
marcan con 6-N?BD-PC se observa que la interacción de la SP-fi con estas
vesículas incrementa considerablementelos valores de anisotropía de fluorescen-
cia en el estado gel y ligeramente en el estado líquido-cristalino. El efecto de la
SP-fi depende de la concentración del péptido y alcanza un valormáximo en
presencia de un 2% de SP-B (en peso). Cuando se utiliza la sonda 6-NBD-PG,
la interacción con la proteína produce un incremento de la anisotropía de
fluorescencia a bajas concentraciones del péptido (0.5%, en peso) y una
disminución a concentraciones más altas, llegando a anularse completamente
la transición de fase en presencia de un 2% de SP-fi (fiaatz et al., 1990). Estos
resultados muestran una interacción preferente de la SP-fi con vesículas que
contienen fosfatidilglicerol, probablemente a través de interacciones electrostáti-
cas entre grupos cargados positivamente de la SP-fi y las cabezas polares del
fosfatidilgjicerol. El efecto que la SP-fi ejerce sobre las cadenas de acio resulta
ser limitado (Morrow et al., 1993 a). En la figura 7 se muestra un esquema del
modelo más aceptado para la estructura de la SP-B en bicapas lipídicas.
-La SP-fi incrementa la velocidad de adsorción de fosfolipidos a la interfase aire-
liquido (Hawgood et al., 1987; Revak et al., 1988; Waring et al., 1989; Sarin et
al., 1990; Pérez-Gil et al., 1992 a).
-Cuando la SP-fi se situa en la interfase aire-liquido incrementa la inserción de
fosfolípidos, añadidos en la subfase, en la monocapa interfacial (Oosterlaken-
Dijksterhuis et al., 1991 a). La inserción de fosfolípidos a la monocapa no
depende de la clase de lípido empleada y se incrementa a medida que lo hace
la concentración de fosfolípidos en la subfase o la concentración de proteína en
la monocapa. La inserción depende del tamaño de vesícula: la tasa de inserción
de vesículas unilamelares grandes de DPPC/PG de huevo (7:3, en peso) es 10
veces mayor que la de vesículas unilamelares pequeñas de la misma composi-
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ción, probablemente debido al menor radio de curvatura de estas últimas. El
proceso de inserción depende de la presencia de cationes divalentes, especial-
mente calcio (Oosterlaken-Dijkterhuis et al., 1991 a).
SP-B 79aa
000Q
FIGURA 7. Modelo estructural propuesto para la SP.B en
bicapas lipídicas.
1.3.21.3. Funciones de la SP-B
Se han propuesto varias posibles funciones de la SP-fi en el surfactante pulmonar
(Figura 10):
-Participación en la formación de la mielina tubular. “ In vitro’ se necesita la
presencia de SP-fi para reconstituir mielina tubular (Suzuki et al., 1989, Williams
et al., 1991). No se conocen los mecanismos que intervienen en la formación de
la mielina tubular, pero se supone que deben existir procesos de fusión de
membrana. La SP-fi induce mezcla del componente lipídico entre vesículas
(Poulain et al., 1991; Oosterlaken-Dijkterhuis et aL, 1992) y podría estar
implicada en esos fenómenos de fusión.
-Contribuye a las propiedades tensoactivas del surfactante facilitando la
adsorción de los fosfolipidos a la interfase aire-líquido (Hawgood et al., 1987;
Revak et al., 1988), contribuyendo al enriquecimiento de la monocapa en DPPC
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durante el proceso de compresión por eliminación de fosfolípidos ácidos e
insaturados de la monocapa (Yu y Possmayer 1990), y alterando el comporta-
miento de la monocapa durante el proceso de compresión (Longo et al., 1993).
13.2.2. SP-C
1.3.221. Estructura de la SP-C
Se conoce la secuencia de la proteína derivada del cDNA humano (Warr et al., 1987;
Glasser et al., 1988 a y b), de rata (Fisher et al., 1989) y de ratón (Glasser et al., 1990 b).
También se conoce la secuencia de la SP-C canina y bovina (Johansson et al., 1991 b; Stults
et al., 1991), de conejo (Johansson et al., 1991 b) y de cerdo (Johansson et al., 1988). Todas
ellas muestran una secuencia muy conservada. El precursor es una proteína de 197
aminoácidos, con una masa molecular de 20-2 1 kDa. En el extremo N-terminal aparece una
secuencia relativamente hidrofílica, por lo que posiblemente el precursor de la SP-B carezca
de péptido señal. El precursor de la SP-fi puede ser una proteína integral de membrana en
la que la secuencia madura del péptido serviría de señal, formando el dominio de
interacción con la bicapa (Keller et al., 1991). No se han detectado sitios de glicosilación
(Hawgood, 1989; Weaver y Whitsett, 1991).
La forma madura es un péptido de 35 aminoácidos, que se extiende entre los
residuos 25 y 60 del precursor. Se han encontrado péptidos truncados, con uno o dos
aminoácidos menos en la SP-C humana (Johansson et al., 1988), probablemente debido a
una acción no específica de la proteasa que procesa sobre el precursor. Se pueden distinguir
(Figura 8) dos zonas diferenciadas en la molécula de SP-C: Una región N-terminal,
relativamente hidrofílica y una región C-terminal muy hidrofóbica. En la región N-terminal
aparecen dos cisteínas en posiciones 5 y 6 que se unen mediante enlaces tioéster a dos
cadenas de ácido palmítico (Curstedt et al., 1990; Stults et al., 1991). En la SP-C de perro
sólo se une una molécula de ácido palmítico al único residuo de cisteina presente
(Johansson et al., 1991 b; Stults et al 1991). No se conoce la implicación funcional de esta
modificación, pero probablemente la presencia de las cadenas hidrocarbonadas unidas a los
residuos de cisteina modifica la interacción de la región N-terminal de la molécula, más
hidrofílica, con los fosfolípidos, y estabilizaría una coformación determinada en esta zona.
En esta misma región N-terminal aparecen dos residuos cargados, lisina y arginina, que
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aparecen en las posiciones 11 y 12 del péptido maduro. A continuación, desde el residuo 13
al 33, se extiende una región muy hidrofóbica, que reúne los requisitos estructurales
necesarios para considerarse como una a-hélice transmembranal (Takahashi et al 1990;
Waring et al 1990). Esta predicción se ha confirmado mediante espectroscopia de FTIR
(Pastrana et al., 1991; Vandenbussche et al., 1992 b) donde se ha calculado que el eje de la
hélice aparece paralelo a las cadenas de acio de los fosfolípidos de la bicapa. Esta región
incluye un 43% de vainas y un 35% de leucinas o isoleucinas.
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FIGURA 8±Representación esquemática de la estructura de la SP-C.
Los círculos llenos indican aminoácidos hidrofóbicos. La zona ondulada
corresponde la región extremadamente hidrofóbica de la proteína que se supone
que atraviesa la bicapa formando una a-hélice hidrofóbica (Figura 9). Las
cisteinas de posiciones 5 y 6 están palmitoiladas. Tomado de Curstedt cÉ al.
(1990).
La SP-C presenta un alto contenido en a-hélice. Se han calculado porcentajes de un
60 % de esta estructura para la SP-C en lípidos (Pastrana et aL, 1991: Keough et al., 1992).
Estos valores están de acuerdo con los obtenidos por Pérez-Gil y colaboradores (1993)
asignaron un 51% de a-hélice para la SP-C en una mezcla de acetonitrio/agua (80:20, y/y).
La reconstitución de la proteína en lípidos incrementaba el porcentaje de a-hélice de la SP-
C hasta un 60% en presencia de micelas de LPC, y hasta un 70% en presencia de vesículas
de DPPC. Otros investigadores, mediante espectroscopia infrarroja, atribuyen un contenido
helicoidal más alto (hasta un 90%) para la SP-C en presencia de lípidos (Vandenbussche et
al., 1992 b).
El espectro de dicroísmo circular de la SP-C en mezclas de trifluoretanol/agua
(70:30, y/y) muestran un alto contenido (80%) de estructura B (Pérez-Gil et al., 1993). Los
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estudios estructurales de SP-C por medio de espectroscopia infrarroja (Vandenbussche et
al., 1992 b) indican que la proteína posee una fracción apreciable de estructura 13, que
desaparece prácticamente cuando la proteína se reconstituye en lípidos. El hecho de que la
SP-C adopte una estructura secundaria dependiente del medio en que se encuentre puede
estar relacionado con la acilación de la proteína. Algunos experimentos (Kato et al., 1991)
realizados con péptidos hidrofóbicos alquilados con una cadena hidrofóbica larga en
diferentes posiciones, y muestran que los péptidos adoptan diferentes estructuras,
dependiendo del medio en que se encuentran. Cuando el péptido está alquilado en una
posición central, éste adopta una conformación en a-hélice en lípidos y una estructura de
tipo 13 en disolventes orgánicos. Baatz y colaboradores (1992) han descrito la existencia de
un dímero de SP-C bovina. No presenta acilación en los residuos de cisteina. Mediante
espectroscopia infrarroja estos autores muestran que a diferencia de la SP-C monomérica,
que se estructura como a-hélice en presencia de fosfolípidos, la forma dimérica adopta
mayoritarimente la estructura de cadena 13. No se conoce el tipo de fuerza que estabiiza la
interacción, aunque podría estabiizarse a partir de la formación de puentes disulfuro entre
los residuos de cisteína de dos cadenas distintas. La dimerización provoca un cambio en la
estructura secundaria de la proteína que podría afectar al tipo de interacción que se
establece con los fosfolípidos.
1.3.222 Propiedades de la SP-C. Unión a lípidos
La SP-C es una proteína aún más hidrofóbica que la SP-fi. Es soluble únicamente
en disolventes orgánicos. Al igual que la SP-fi se aísla junto con los lípidos del surfactante
en la fase orgánica resultante de la extracción lipídica del complejo lipoproteico. Los datos
de los que se dispone acerca de la interacción de la SP-C con los fosfolípidos son los siguien-
tes:
- La SP-C aumenta la adsorción de fosfolípidos a la interfase aire-liquido (Warr
et al., 1987; Revak et al., 1988; Pérez-Oil et al., 1992 a).
- La SP-C forma monocapas muy estables (presión de superfice de colapso de 37
mN/m) y cataliza la inserción de fosfolípidos a la interfase aire-líquido desde
la subfase, aunque con menor eficacia que la SP-B (Oosterlaken-Dijsterhuis et
aL, 1991 a).
ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 31
-La SP-C no parece inducir mezcla del componente lípídico entre vesículas
medida como transferencia de energía entre sondas de NiBD-PE y RH-PE
situadas en distintas vesículas (Poulain et al., 1991) o como la variación de la
tasa de emisión de fluorescencia dímero/monómero de pireno-PC (Oosterlaken-
Dijksterhuis et aL, 1992).
-El modelo de interacción con los lípidos propuesto para la SP-C se basa en la
existencia de un dominio hidrofóbico que penetra en el interior de la bicapa,
probablemente a través de una a-hélice transmembranal y de la asociación del
dominio N-terminal mediante interacciones electrostáticas con las cabezas
polares de los fosfolípidos (Figura 9). Simatos y colaboradores (1990), mediante
calorimetría diferencial de barrido, observaron que la SP-C disminuye la
temperatura de transición de fase (Tm) y la entalpía de la transición de
vesículas neutras de DPPC. Utilizando otras técnicas, como resonancia
magnética nuclear, se puso de manifiesto que la SP-C disminuye el orden de las
cadenas de acio de vesículas de DMPC-dM (Simatos et aL, 1990). Los resultados
obtenidos muestran que la SP-C penetra en el interior de la bicapa modificando
el empaquetamiento de las cadenas hidrocarbonadas. Mediante la utilización de
sondas fluorescentes (N?BD-PC y NED-PO), que se localizan preferentemente
en la región superficial de la membrana, Horowitz y colaboradores (1992)
observaron que la presencia de SP-C incrementaba los valores de anisotropía
de fluorescencia de vesículas de DPPC/DPPO (7:1, mol/mol). Estos resultados
muestran que la SP-C ordena la región de la cabeza polar de la bicapa. Re-
cientemente, Shiffer y colaboradores (1993) han observado mediante calorime-
tría difererencial de barrido que la SP-C incrementa la temperatura de
transición de fase (Tm) y disminuye la entalpía de la transición de fase de
vesículas multilamelares de DPPC y DPPO. El incremento de Tm es mucho más
acusado con las vesículas ácidas. Estos resultados indican que la SP-C penetra
en el interior de la bicapa, perturbando el empaquetamiento de las cadenas de
acio, y por otra parte, interacciona con las cabezas polares de los fosfolípidos
por interacciones electrostáticas. Mediante la utilización de microscopia de
epifluorescencia, Pérez-Oil y colaboradores (1992 b) han observado que la SP-C
altera el empaquetamiento de monocapas de DPPC, favoreciendo la formación
de dominios sólidos más numerosos y más pequeños que los que se observan
en ausencia de SP-C, de los que se excluye una sonda fluorescente, N?BD-PC,
que se distribuye principalmente en la fase fluida.
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FIGURA 9: Modelo estructural propuesto para la SP-C en bicapas
lipídicas.
1.3.2 23. Funciones de la SP-C
La SP-C desempeña distintas funciones en el surfactante pulmonar (Figura 10).
- Incrementa la velocidad de adsorción de los fosfolípidos a la interfase aire-
liquido (Warr et al., 1987; Revak et al 1988;).
- Aumenta la estabilidad de la monocapa a los máximos valores de compresión
N
(Pastrana et al., 1991).
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FIGURA 10. Participación
te pulmonar.
Los lípidos y las proteínas se sintetizan en el retículo endoplasmático de los neumocitos
tipa II y se transportan, vía aparato de Golgi, a los cuerpos lamelares, vesículas de
almacenamiento intracelular del surfactante. Después de la secreción al espacio
extracelular, el contenido de los cuerpos lamelares se transforma en mielina tubular,
precursora de una monocapa en la interfase aire-líquido. El surfactante se reciclamediante
la captura del mismo por los neumocitos tipo II, donde puede ser degradado o reciclado
al incorporase de nuevo en los cuerpos lamelares para ser resecretado. Las proteínas SP-A
y SP-B son necesarias para la formación de la mielina tubular. Las proteínas hidrofóbicas
intervienen de manera decisiva en la transferencia de fosfolipidos desde la mielina tubular
a la interfase aire-líquido. La SP-A parece aduar como reguladora de la concentración de
surfactante en el alveolo, inhibiendo su secreción y activando su recaptura por los
neumocitos tipo II. La SP-A parece asimismo implicada en la activación de la fagocitosis
de bacterias y virus par los neumocitos tipo II. Tipo 1, neumocito tipo 1; Tipo II, neumocito
tipo II; ENDO, células endoteliales; MES, célula mesenquimática; ERY, eritrocito; CAP,
capilar; AM, macrófagos alveolares; RER, retículo endoplasmático rugoso; LB cuerpos
lamelares; TM, mielina tubular; A, B y C, SP-A, SP-B y SP-C, respectivamente. (-) A,
inhibido por la SP-A; (+) A,B, require SP-Ay SP-B; (+) B,C, estimulado por SP-Ay SP-
C. Tomado de Van Golde et al. (1994).
de las proteínas en el ciclo metabólico del surfactan-
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14. SIGNIFICADO FISIOLOGICO DEL SURFACrANTE PULMONAR
El surfactante pulmonar es esencial para el correcto funcionamiento del ciclo
respiratorio. Su ausencia en niños nacidos prematuramente conduce al desarrollo del
Síndrome de Distrés Respiratorio del Neonato (Avery y Mead, 1959; Fujiwara et al., 1980),
que se caracteriza clínicamente porbaja compliance pulmonar asociada con colapso alveolar.
La instilación intratraqueal de muestras de surfactante preparadas a partir de extractos
orgánicos de pulmones animales adultos mejora considerablemente la tasa de mortalidad y
las complicaciones clínicas de los pacientes (Hoekstra et al., 1991; Liechtey et al., 1991).
Desde un punto de vista fisiológico, se atribuyen al surfactante tres funciones
principales:
- Estabiliza los alveolos al final de la espiración evitando el colapso de los más
pequeños (Factor antiatelectásico).
- Interviene en la regulación de la homeostasis del líquido alveolar (Factor
antiedematoso).
- Participa en la defensa alveolar.
1.4.1. FACTOR ANTIATELECTASICO
La mecánica respiratoria se produce mediante la expansión y contracción cíclicas
de los alveolos pulmonares. El parénquima pulmonar está constituido por alveolos de
distintos tamaños. Estas cámaras alveolares funcionan independientemente unas de otras.
Los alveolos están recubiertos por el surfactante pulmonar, que se dispone formando una
monocapa estable de DPPC, y tiene la función de disminuir la tensión superficial del líquido
al disminuir el área del alveolo durante la espiración. Si este complejo lipoproteico no
estuviera presente, se generarían considerables diferencias de presión entre alveolos de
distinto tamaño que conducirían al colapso de los más pequeños. Sin embargo, en presencia
de surfactante, al disminuir el área del alveolo al final de la espiración, la reducción del
área provoca el incremento de la concentración de este agente tensoactivo, que reduce la
tensión superficial y evita el colapso alveolar.
Aunque no ha podido establecerse mediante análisis bioquímicos la composición de
la monocapa responsable de reducir la tensión superficial, estudios biofísicos apoyan la
ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 35
posibilidad de que esté altamente enriquecida en DPPC. Todos los fosfolípidos son capaces
de formar una monocapa estable en la interfase aire-agua, de acuerdo con su naturaleza de
lípidos anfipáticos, insolubles en agua. Los fosfolípidos se disponen con la cabeza polar en
contacto con el agua y las cadenas hidrocarbonadas de los ácidos grasos extendiéndose hacia
el aire. Al excluir las moléculas de agua de la superficie disminuyen la tensión superficial
desde 70 hasta 25 dinas/cm, que constituye la tensión superficial de equilibrio de la mayor
parte de los fosfolípidos. Si los fosfolípidos se comprimen a una superficie inferior a la que
ocuparían bajo condiciones de equilibrio, se excluyen más moléculas de agua de la superficie
y la tensión superficial puede reducirse a valores próximos a O dinas/cm. Una monocapa en
estas condiciones no es estable y colapsa. El material tiene tendencia a escapar de la
superficie y la tensión superficial se eleva a valores próximos a los de equilibrio.
Para ejercer su función el surfactante debe ser capaz de:
- reducir la tensión superficial a valores próximos a cero a bajos volúmenes
alveolares.
- la monocapa formada no debe colapsar, sino mantenerse estable en estas condi-
ciones.
- debe adsorberse rápidamente desde la hipofase.
14.11. El surfactante como agente reductor de la tensión superficial
Existen muchos argumentos que apoyan la posibilidad de que la DPPC sea el
fosfolípido responsable de la reducción de la tensión superficial:
- Este fosfolípido es el único que se encuentra en el surfactante en cantidades
suficientes para recubrir la interfase aire-agua.
- Medidas realizadas con balanzas de tensión superficialmuestran que monocapas
de DPPC pueden alcanzar valores de tensión superficial próximas a cero
(Fleming et al., 1983; Fagan y Keough, 1988).
- Para que una monocapa de fosfolípidos presente la capacidad de disminuir la
tensión superficial a valores suficientemente bajos cuando se comprime, debe
encontrarse en estado cristalino. A la temperatura fisiológica de 370C, la DPPC,
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que presenta una temperatura de transición de fase de 410C, se encuentra en
estado cristalino. Por encima de la temperatura de transición de fase, la
monocapa colapsa antes de alcanzar la reducción de la tensión superficial
necesaria para asegurar la estabilidad alveolar.
- Monocapas de DPPE (Tm = 64 0C) colapsan al llegar a valores de tensión
superficial próximos a los de equilibrio. Cuando se incrementa la metilación del
grupo amino de la PB se produce una disminución del valor de tensión
superficial que se alcanza antes del colapso (Keough et al., 1988). Posiblemente
el estado metaestable necesario para alcanzar valores de tensión superficial muy
bajas requiere una especial conformación de la cabeza polar o un grado de
hidratación que no posee la PE.
1.4511. Estabilidad de la monocapa
No todas las regiones del pulmón se contraen y expanden al unísono en cada ciclo
respiratorio. Algunos alveolos permanecen a bajos volúmenes durante periodos de tiempo
más o menos largos. Esto supone que la monocapa que recubre la interfase aire-líquido ha
de mantenerse comprimida durante esos periodos de tiempo. Medidas directas en el
pulmón “ in situ “ confirman que se alcanzan valores de tensión superficial muy bajos a
volúmenes pulmonares residuales (Schúrch et al., 1976; 1978; 1982). Estos valores de tensión
superficial son además muy estables, de manera que el retorno a los valores de equilibrio
se produce muy lentamente. Igualmente “in vitro’ con muestras preparadas a partir de
extractos lipídicos del surfactante, se han conseguido valores de tensión superficial próximos
a cero que se mantienen durante periodos de tiempo largos (Schúrch et al., 1989; 1992). Sin
embargo, las monocapas son inestables en ese estado de compresión, y colapsan, por lo que
la tensión superficial se incrementa hasta alcanzar la de equilibrio. La tasa de relajación,
medida como incremento de la tensión superficial que se produce manteniendo constante
el área ocupada por los fosfolípidos en la monocapa, depende del tipo de fosfolipido. Sólo
se han conseguido tasas de relajación bajas con monocapas de PC por debajo de la
temperatura de transición de fase. A temperaturas superiores a la temperatura de transición
de fase aumenta de manera drástica la tasa de relajación (Qoerke y Gonzales, 1981). Por
tanto, la presencia de una monocapa enriquecida en DPPC en estado de gel es una
condición imprescindible para asegurar la estabilidad alveolar. La presencia de las proteínas
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hidrofóbicas, especialmente la SP-C, mejora la estabilidad de ésta a las máximas relaciones
de compresión (Pastrana et al., 1991).
1.4.13. Adsorción de los fosfolípidos a la interfase
Los fosfolípidos que se inyectan a una subfase acuosa a una temperatura por debajo
de la de transición de fase se adsorben muy lentamente a la interfase aire-líquido
(Villalonga, 1968; Phillips y Hauser, 1974). Por tanto, una de las funciones que se atribuyen
al resto de componentes lipídicos del surfactante, sería la de facilitar el transporte de DPPC
desde la subfase a la interfase aire-líquido, permitiendo por tanto una rápida adsorción. Así,
mediante calorimetría diferencial de barrido (Mc Murchie et al., 1983; Keough et al., 1985)
y mediante FTIR (Reilly et al., 1989), se ha observado que el surfactante de muchas especies
estudiadas se encuentra en estado líquido-cristalino a 37 0C.
Mediante estudios con balanzas de tensión superficial se ha comprobado que la
adición de fosfolípidos insaturados a vesículas de DPPC mejora la adsorción a la interfase
(Notter, 1988). Asimismo, una mezcla de PC insaturadas, colesterol y POPO en cantidades
parecidas a las que se encuentran en el surfactante pulmonar aumenta sustancialmente la
velocidad de adsorción frente a vesículas de DPPC (Fleming y Keough, 1988).
Desde el aislamiento y caracterización de las proteínas especificas del surfactante la
investigación se ha centrado en la influencia de las mismas en el proceso de adsorción. Las
proteínas específicas del surfactante aumentan la adsorción de los fosfolípidos. Tanto la SP-
fi (Takahashi y Fujiwara, 1986; Curstedt et al., 1987; Hawgood et al 1987; Revak et al., 1988)
como la SP-C (Curstedt et al., 1987; Warr et al., 1987; Revak et al 1988) o mezclas de ambas
(Yu y Possmayer 1988, Hall et al., 1992; Pérez-Gil et al., 1992 a) aumentan extraordinaria-
mente la formación de una monocapa en la interfase. La adsorción es más rápida en
presencia de fosfolípidos aniónicos (Tanaka et al 1986; Pérez-Gil et al., 1992 a). Esta
actividad se estimula en presencia de SP-A (Hawgood et al., 1985; Chung et al., 1989;
Venkitaramen et al., 1990), aunque se requiere la presencia de las proteínas hidrofóbicas,
por otra parte, sólo mejora ligeramente la adsorción en ausencia de proteínas hidrofóbicas
(Hawgood et aL, 1987; Yu y Possmayer, 1990). La máxima adsorción ocurre, por tanto, en
presencia de SP-A, SP-B, SP-C y calcio (Chung et al., 1989).
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Cuando se ensayan preparaciones de fosfolípidos que contienen SP-B o SP-C, algunos
autores observan que la primera es más efectiva estimulando la adsorción. Asimismo, los
valores de tensión superficial que se alcanzan son menores (Curstedt et al., 1987; Yu y
Possmayer, 1988; Mathialagan y Possmayer, 1990;). Sin embargo, en otros trabajos no se han
encontrado diferencias entre ambas proteínas hidrofóbicas (Venkitaraman et al., 1990). Yu
y Possmayer (1990) observaron que en presencia de SP-C se alcanzaban más rápidamente
los valores de tensión superficial de equilibrio de mezclas de DPPC y PO (9:1 o 7:3, en
masa) que en presencia de cantidades equivalentes de SP-B. Tras sucesivos ciclos de
contracción y expansión en presencia de SP-B, pero no de SP-C, las muestras alcanzaban
valores de tensión superficial próximos a cero, lo que indicaría que la SP-fi podría contribuir
al enriquecimiento de la monocapa en DPPC mediante exclusión de otros componentes, en
este caso PO. La incubación con anticuerpos frente a la SP-B reduce drásticamente la
velocidad de adsorción de surfactantes artificiales utilizados como terapia en el tratamiento
del Síndrome de Distrés Respiratorio del Neonato (Kobayashi et al., 1992), lo que confirma
la importancia de esta proteína para una eficaz adsorción de los fosfolípidos a la interfase.
1.42. PARTICIPACION DEL SURFACTANTE EN LA HOMEOSTASIS DEL LIQUIDO
ALVEOLAR
El surfactante pulmonar actua como un agente antiedematoso. El movimiento de
fluido a través del epitelio alveolar depende del balance de fuerzas que tienden a causar
movimiento de líquido fuera de los capilares y las fuerzas que tienden a causar absorción
del mismo hacia los capilares. Las primeras son la presión capilar (7 mm Hg), la presión
coloidosmótica del líquido intersticial (14 mm Hg) y una presión hidrostática negativa en
el líquido intersticial que, al menos en parte, depende de la tensión superficial en la
interfase aire-líquido (Nieman et al., 1988). Las fuerzas que tienden al movimiento de
líquido hacia los capilares es la presión coloidosmótica del plasma (28 mm Hg). El balance
neto conduce a una presión de filtración de 1 mm Hg, que produce un flujo continuo desde
los capilares hacia el espacio intersticial. Este líquido es enviado de nuevo hacia la
circulación mediante el sistema linfático pulmonar. Cualquier factor que produzca elevación
de la presión del líquido intersticial provocará el llenado de los espacios intersticiales
(edema intersticial) y, en casos más graves, de los alveolos (edema alveolar), comprometien-
do de manera muy severa la función respiratoria.
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El surfactante pulmonar disminuye la presión intersticial negativa, lo que reduce la
tendencia del líquido a escapar de los capilares. En un alveolo hipotéticamente esférico, la
tensión superficial en la interfase aire-líquido crea una tendencia de la propia capa acuosa
a separarse de la estructura del alveolo, generando de esta forma una presión hidrostática
negativa adyacente a la pared alveolar. Los alveolos poseen más bien una geometría
poliédrica (Wilson y Bachofen, 1982; Weibel y Bachofen, 1987). Aunque las paredes lisas
del poliedro no generan una presión hidrostática a causa de la ausencia de curvatura, los
ángulos agudos con un pequeño radio de curvatura presentan una elevada tensión
superficial que contribuye a generar una presión hidrostática negativa en el intersticio
pulmonar. Se ha demostrado que cada valor de curvatura de la superficie alveolar posee un
nivel crítico de tensión superficial, por encima del cual se produce la inundación del alveolo
(Guyton et al., 1984).
La importancia del surfactante para el mantenimiento de la homeostasis del líquido
alveolar se pone de manifiesto por el hecho de que recién nacidos con deficiencias de
surfactante presentan también gran parte de los pulmones encharcados, y porque el lavado
de los pulmones con un detergente que elimina el surfactante pulmonar conduce al
desarrollo de un edema alveolar (Nieman et al., 1988).
1.43. PARTICIPACION EN LA DEFENSA ALVEOLAR
1.43.1. Interacción con los macrófagos alveolares
El pulmón se encuentra continuamente expuesto a la atmósfera. Puede sufrir daños
provocados por agentes infecciosos y tóxicos. Los macrófagos alveolares ejercen la principal
actividad de defensa mediante la fagocitosis y eliminación de partículas extrañas y microor-
ganismos. Existen evidencias experimentales de que el surfactante pulmonar estimula la
fagocitosis y degradación de bacterias por los macrófagos alveolares (La Force et al., 1973;
Juers et al., 1976; O’Neill et al., 1984). En los últimos años se ha atribuido a las proteínas
hidrosolubles del surfactante una gran importancia en la defensa alveolar.
La SP-A y la SP-D son estructuralmente muy semejantes a otras proteínas como la
conglutinina bovina y las proteínas del suero que unen manosa. Todas ellas intervienen en
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el reconocimiento de carbohidratos de las paredes celulares de patógenos o de células
infectadas por cUos (Sastry y Ezekowitz, 1993).
SP-A
La SP-A se une a los macrófagos alveolares (Wintergerst et al., 1989; Wright et al.,
1989). El mecanismo de interacción no se conoce, pero podría implicar la existencia de un
receptor (Wintergerst et al., 1989; Pison et al., 1992). La unión de ‘9-SP-A a los macrófagos
se inhibe en presencia de SP-A no marcada y por las proteínas Clq y colágeno tipo y (Pison
et al., 1992), por lo que parece probable que la región tipo colágeno de la SP-A esté
implicada en el reconocimiento de estaproteína porlos macrófagos alveolares. Como conse-
cuencia de esta interacción se producen los siguientes fenómenos:
- Estimulación de la migración y activación de los macrófagos. La SP-A estimula
la quimiotaxis de los macrófagos alveolares (Wright y Youmans, 1993). Esta
estimulación depende de la presencia del dominio tipo colágeno de la SP-A.
Además, en presencia de la proteína, se incrementa la producción de radicales
superóxido por estas células. La activación es específica de los macrófagos
alveolares y no se produce en macrófagos peritoneales u otras células fagociticas
comoleucocitos polimorfonucleares o monocitos (Van Iwaarden et al., 1990;
1992 c). La desglicosilación de la proteína no inhibe la activación de los
macrófagos inducida por la SP-A (Van Iwaarden et al., 1992 c), lo que indica
que los azúcares unidos a la SP-A no están implicados en la unión de la SP-A
a los macrófagos que conduce a la activación de éstos.
- Estimulación de la fagocitosis de bacterias por macrófagos. “In vitro”, la SP-A
incrementa la fagocitosisde Sraphylococcusaureus, previamente opsonizadas por
suero, por los macrófagos alveolares (Van Iwaarden et al., 1990). La actividad
de la SP-A parece ejercerse a través de la interacción con los macrófagos
alveolares, ya que la preincubación dé estas células con la proteína incrementa
un 70% el número de bacterias fagocitadas por los macrófagos. Sin embargo,
no existen diferencias significativas cuando muestras de 5. aureus se preincuban
con SP-A con respecto a los controles no preincubados con SP-A (Van Iwaarden
et al., 1990). Tenner y colaboradores (1989) probaron que la SP-A aumentaba
la fagocitosis de eritrocitos de oveja por monocitos periféricos y macrófagos.
Los eritrocitos habían sido previamente opsonizados con anticuerpos anti-
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eritrocito y factores de complemento. La misma actividad la ejerce la proteína
del complemento Clq, de manera que ambas proteínas se unen a un mismo
receptor, probablemente el receptor de colectinas (Malbotra et al., 1990). De
acuerdo con estos resultados, en principio no parece probable una participación
de la SP-A en la defensa actuando como puente entre las células microbianas
y los macrófagos. No sería una “opsonina” en sentido estricto. Sin embargo,
otros resultados experimentales sí atribuyen a la SP-A una función de opsoniza-
ción. Manz-Keinke y colaboradores (1992) han comprobado que la SP-A
aumenta la fagocitosis de E. cali, £ aureus y Ps. aeruginosa, no opsonizadas
previamente con suero, por los macrófagos alveolares. Asimismo, Mc Neely y
Coonrod (1993) demostraron que la SP-A se une tanto a la superficie de 5.
aureus como a la de los macrófagos alveolares. Sin embargo, al igual que en los
experimentos de Van Iwaarden y colaboradores (1990), en ausencia de suero no
se produce internación de las bacterias por los macrófagos.
- Opsonización y estimulación de la fagocitosis de virus por macrófagos. La SP-A
se une al virus del herpes simplex (HSV-1) y favorece su fagocitosis por los
macrófagos alveolares (Van Iwaarden et al., 1992 b). Asimismo, la SP-A se une
a células infectadas por el virus, que muestran en su membrana plasmática
proteínas especificas del HSV-1. Elproceso implica la interacción de las cadenas
de azúcares de la SP-A con una proteína de tipo lectina presente en la
membrana de la partícula viral. La SP-A interaccionaría, por otra parte, con el
receptor de los macrófagos alveolares, actuando así como puente entre la
partícula viral y los macrófagos alveolares, facilitando el proceso de fagocitosis
(Van Iwaarden et al., 1991; 1992 e).
SP-D
La SP-D se une a la superficie de los macrófagos alveolares estimulando la
producción de radicales superóxido por estas células. Al igual que la SP-A, la activación
inducida por la SP-D es específica para los macrófagos alveolares. No se ha comprobado
si la SP-A y la SP-D se unen a un mismo receptor presente en los macrófagos alveolares,
pero no en otras células fagocíticas, o si la especificidad observada se debe a otras causas.
Sin embargo, en contraste con la SP-A, la activación de los macrófagos alveolares inducida
por la SP-D, no se inhibe en presencia de fosfolípidos (Van Iwaarden et al., 1992 a).
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Kuan y colaboradores (1992) han indicado que la SP-D interviene en la aglutinación
de bacterias Gram negativas como Escherichia coli, Salmnonella pamtyphi y Kiebsiella
pneumnoniae. Sin embargo, no se une a Staphylococcus aureus, la única bacteria Gram positiva
ensayada. La unión de la SP-D a las bacterias Gram negativas puede inhibirse por el
lipopolisacárido de la pared bacteriana, EDTA, monosacáridos como maltosa y glucosa,
pero no por N-acetilglucosamina (Kuan et al., 1992; Crouch et al., 1992). Por tanto, la unión
de la SP-D a las bacterias se produce a través de la interacción de azúcares del lipopolisacá-
rido de la pared celular de estas bacterias al dominio de unión de carbohidratos de la SP-D
(Crouch et al., 1992).
1.4.3.2. El surfactante pulmonar como agente inniunosupresor
El surfactante pulmonar suprime la respuesta de linfocitos periféricos frente a
mitógenos y antígenos en distintas especies estudiadas (Ansfield et al 1979; Wilsher et al.,
1988). Estos efectos dependen de la dosis de surfactante empleada. Se ha observado también
la reducción de la producción de anticuerpos por los linfocitos B y de la diferenciación de
linfocitos citotóxicos en presencia de surfactante (Sitrin et al., 1985; Wilsher et al., 1988).
Richman y colaboradores (1990) muestran el desarrollo de una respuesta inmune de tipo
celular en cobayas inmunizados con una cepa virulenta de Mycobactem-ium tuberculosis. En
aquellos cerdos a los que se les realiza un lavado broncoalveolar con suero salino para
eliminar el surfactante pulmonar previamente a la introducción del antígeno, la respuesta
es marcadamente mayor que en cerdos control a los que el lavado se realiza con surfactante
pulmonar bovino. En estos últimos, el nivel de respuesta es semejante al de los controles no
tratados con el antígeno. Estos experimentos muestran un efecto inmunosupresor del
surfactante en el desarrollo de una neumonitis inducida en un modelo animal. Se trataría
de un mecanismo de defensa para proteger al alveolo de una respuesta inmune amplificada.
Estos resultados explican por qué en el alveolo no existe una respuesta inmune específica
a pesar de la constante presencia de antígenos inhalados al respirar.
Ansfield y Benson (1980) identificaron al componente lipidico del surfactante como
el responsable de la inhibición. Los componentes mayoritarios del complejo, como
fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol o fosfatidiinositol, suprimen la respuesta inmune de
linfocitos, mientras que la fosfatidiletanolamina, laesfingomielina o el colesterol la aumentan
(Wilsher et al., 1988). El papel del surfactante pulmonar en la regulación de la respuesta
inmune puede estar determinado por las proporciones relativas de componentes supresores
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y estimuladores. Esta proporción puede alterarse en distintos estados patológicos (Wilsher
et al., 1990).
El mecanismo de inmunosupresión no se conoce muy bien, pero parece ser que se
produce directamente sobre los linfocitos y no a través de las células accesorias. La
incubación de linfocitos en presencia de surfactante disminuye la proliferación de estas
células estimulada por mitógenos. La preincubación de los monocitos, que actúan como
células accesorias, con surfactante no afecta la proliferación de los linfocitos en las mismas
condiciones (Wilsher et al., 1990).
1.5. CICLO METABOLICO DEL SURFACTANTE PULMONAR
El surfactante pulmonar es un complejo dinámico cuya homeostasis depende de una
serie de procesos:
- Síntesis de los componentes lipídico y proteico.
- Transporte de los lípidos y las proteínas hasta los cuerpos lamelares.
- Secreción de los cuerpos lamelares a la luz alveolar por exocitosis.
- Procesamiento extracelular para formar la mielina tubular y la monocapa
responsable de las propiedades tensoactivas del complejo.
- Recaptura del surfactante por los macrófagos alveolares y, principalmente, por
los neumocitos tipo II donde va a ser degradado vía lisosomal o reincorporado
sin degradación en los cuerpos lamelares.
15.1. BIOSíNTESIS DEL SURFACTANTE PULMOMAR
Los neumocitos tipo II son las células implicadas en la biosíntesis del surfactante
pulmonar. Los fosfolípidos del complejo se sintetizan exclusivamente en estas células.
Existen resultados experimentales que permiten suponer que algunas proteínas del
surfactante se sintetizan no sólo en los neumocitos tipo II, sino también en las células
epiteliales bronquiales denominadas células de Clara.
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13.1.1. Biosíntes¡s de lípidos
Los fosfolipidos del surfactante se sintetizan exclusivamente en los neumocitos tipo
II. La composición de las clases de fosfolípidos y de especies moleculares de fosfatidilcolina
y fosfatidilglicerol de los cuernos lamelares de los neumocitos tipo II es similar a la del
surfactante extracelular, aislado a partir de lavados broncoalveolares (Schlame et al., 1988;
Casals et al., 1989; 1990).
La biosíntesis de los lípidos del surfactante pulmonar ha sido objeto de exhaustivas
investigaciones y coincide, en líneas generales, con la síntesis de lípidos en otros órganos,
salvo en lo que se refiere a la síntesis de DPPC, que es un fosfolípido característico del
pulmón. Ha sido objeto de numerosas revisiones (Haagsmany Van Qolde, 1991; Van Golde
y Casals, 1991). Por tanto, esta revisión se va a limitar a describir los mecanismos implicados
en la biosíntesis de DPPC, el fosfolípido responsable de disminuir la tensión superficial a
valores próximos a cero a bajos volúmenes pulmonares. Al igual que en la mayoría de las
células, los neumocitos tipo II sintetizan fosfatidilcolina por la vía “de novo”, incorporando
un ácido graso saturado en la posición sn-1 del glicerol y un ácido graso insaturado en la
posición sn-2. Aunque en estas células se ha estimado que un 45% de la DPPC del
surfactante se sintetiza “de novo” (Den Breejen et al., 1989), deben existir mecanismos que
remodelen las PCs insaturadas. La información de la que se dispone hasta el momento
permite establecer la existencia de distintos mecanismos de remodelación localizados en tres
fracciones subcelulares (Figura 11):
- Microsomas: La remodelación de PCs insaturadas se realiza mediante un
mecanismo de desacilación-readilación en el que pueden estar implicadas las
actividades enziméticas que aparecen en la figura. La desacilación se realiza
mediante una actividad fosfolipasa A2 dependiente de calcio. La reacilación de
la LPC resultante se lleva a cabo por el concurso de la actividad palmitoil-
CoA:lisofosfatidilcolina adiltransferasa. Los neumocitos están enriquecidos en
la actividad acil-CoA:lisofosfatidilcolina aciltransferasa si se compara con el
tejido pulmonar (Crecelius y Longmore, 1984; Qilfillan et al., 1986). Además,
esta enzima utiliza selectivamente palmitoil-CoA como sustrato frente a otros
adil-CoAs en los neumocitos tipo II. El proceso de desacilación-reacilación
puede llevarse a cabo también mediante una actividad transacilasa, dependiente
o independiente de CoA. La actividad transacilasa mejor estudiada es la
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dependiente de CoA e independiente de ATP (Nijsen y Van den Bosch, 1986
a, b). Además, existe otra actividad transacilasa en microsomas, que es
independiente de CoA y ATP (Stanford y Frosolono, 1981).
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FIGURA 11: Mecanismos de remodelación implicados en el mantenimiento de los altos
niveles de DPPC en el surfactante pulmonar.
- Citosol: La formación de DPPC parece ser que se lleva a cabo mediante la
transacilación entre dos moléculas de 1 palmitoil-sn-glicero 3-fosfocolina,
reacción catalizada por la enzima lisofosfatidilcolina:lisolfosfatidilcolina
aciltransferasa (Brumley y Van den Bosch, 1977; Casals et al., 1982). La
contribución relativa de este mecanismo de transacilación frente al de
reacilación en la síntesis de DPPC ha sido un tema de discusión, pero en la
actualidad existen evidencias experimentales que indican que el mecanismo de
transacilación citosólico contribuye en mucha menor proporción a la síntesis de
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- que el mecanismo de readilación (Crecelius y Longmore, 1984; de Vries
t., 1985 a).
Cuerpos lamelares: Lecerf y colaboradores (1987) han descrito la existencia de
una actividad enzimática que transfiere fosfocolina de PC insaturadas a
ceramidas. Esta fosfatidilcolina:ceramida fosfocalina transferasa parece utilizar
preferentemente como sustrato 16:0/18:1-PC, y se ha propuesto que puede tener
una implicación en la eliminación de especies insaturadas de PCs en favor del
aumento de la proporción de especies dipalmitoil-PC. De esta manera
contribuye de forma indirecta al aumento de la proporción de DPPC en los
cuerpos lamelares, orgánulos de almacenamiento intracelular del surfactante
pulmonar.
1.5.12. Biosíntesis y procesamiento de las proteínas
SP-A
La expresión de la SP-A es específica del pulmón. Mediante hibridación “in situ” se
ha demostrado la presencia de mRNA de SP-A en los neumocitos tipo II (Phelps y Floros,
1988; Auten et al., 1996; Sugahara a al., 1992). Se ha observado que esta proteína se expresa
también en las células epiteliales bronquiales de Clara en algunas especies como rata
(Phelps y FIaros, 1991; Sugahara et al., 1992), conejo (Auten et al., 1990), ratón (Korfhagen
et al., 1992) y perro (Weaver y Whitsett, 1991). En el hombre se ha podido detectar
expresión en las células epiteliales bronquiales de Clara en algunos casos (Auten et al.,
1990), pero no en otros (Phelps y Floros, 1991). Estudios recientes muestran que existe
expresión de la SP-A en algunas células traqueales y glándulas submucosas de este epitelio
en pulmones de fetos humanos en el segundo trimestre de desarrollo. También se produce
expresión de la SP-A en células del epitelio bronquial y glándulas del mismo (Khoor et al.,
1993). Asimismo, Endo y Oka (1991) detectaron expresión de la SP-A en glándulas del
epitelio bronquial en pulmones de fetos y adultos humanos. No se ha detectado expresión
de la SP-A en ningún otro tipo celular distinto de los anteriores en ninguna de las especies
estudiadas.
Se han caracterizado tres genes que codifican para la SP-A humana. Dos de ellos se
expresan (White et al., 1985; Katyal et al., 1992), mientras que el tercero es un seudogén
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(Korfbagen et al., 1991). Se ha demostrado que sólo existe un gen para la SP-A en el
genoma de conejo (Boggaram et al., 1988), rata (Fisher et al., 1988 b) y ratón (Korfhagen
et al., 1992). En esta última especie el gen se localiza en el cromosoma 14 (Moore et al.,
1992).
Se han aislado dos cDNA para la SP-A humana (Floros et al., 1986). Entre ellos
existen sólo diferencias que resultan de la sustitución de 6 aminoácidos, localizados
preferentemente en la región N-terminal de la molécula. La SP-A humana está codificada
por un gen de 4.5 Kb en el brazo largo del cromosoma 10 (Bruns et al., 1987; Fisher et al.,
1987) (Figura 12). El gen consta de 5 exones. La organización es semejante a la del gen de
la proteína que une manosa (MXP), también presente en el cromosoma 10 (Sastry et al.,
1989).
El gen de la SP-A codifica un mRNA de 2.2 Kb en la proteína humana (Ballard et
al., 1986) y en la de perro (Benson et al., 1985). Sim embargo, se han detectado varios
mRNA en distintas especies. Así, en la rata existen dos mRNA de 1.6 y 0.9 Kb (Sano et al.,
1987 c; Fisher et al 1988 b), en el conejo dos de 2.0 y 3.OKb (Boggaram et al., 1986) y en el
ratón tres mRNA de 3.0, 1.7 y 1.0 Kb (Korfhagen et al., 1990). En todos los mRNA de la
misma especie las regiones codificadoras son idénticas. Sólo se diferencian en la distinta
poliadenilación de las regiones no codificadoras.
Todavía no se tiene un conocimiento detallado del procesamiento de la SP-A en los
neumocitos tipo JI. Los datos de los que se dispone indican que la SP-A se sintetiza en los
ribosomas unidos al retículo endoplasmático. El péptido señal de la SP-A dirige
probablemente el transporte hacia el lumen del retículo endoplasmático, ya que una forma
truncada de SP-A que carece de siete aminoácidos en el extremo N-terminal se acumula en
el citoplasma de los neumocitos tipo II (Alcorn y Mendelson, 1993).
La proteína sufre modificaciones co y post-traduccionales. Se ha observado “in vitro”
la N-acetilación co-traduccional de la SP-A humana (Floros et al., 1986) y de la SP-A de rata
(Weaver et al., 1986). La SP-A se glicosila y sulfata (Weaver et al., 1987). “In vitro”, se ha
demostrado la carboxilación de glutámicos dependiente de vitamina K en cultivos de
neumocitos tipo II (Rannels et al., 1987). Tanto la acetilación como la sulfatación o
carboxilación de residuos de ácido glutámico de la SP-A se han detectado por métodos
indirectos, sin que se haya demostrado la existencia de estas modificaciones en las proteínas
nativas.
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Otra modificación es la hidroxilación de prolinas, reacción catalizáda por la
prolilhidroxilasa (Freedman, 1989) e imprescindible para la formación de una triple hélice
de colágeno estable. En presencia de inhibidores de esta enzima, la SP-A se acumula en el
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FIGURA 12. Representación esquemática de la organización del gen
de la SP-A humana.
I..os exones se representan por rectángulos. Las regiones que codifican para el
dominio colagénico aparecen sombreadas, mientras que las regiones no
colagénicas son oscuras. Y indica el sitio de glicosilación y los círculos llenos las
posiciones de las hidroxiprolinas. Los cisteinas que participan en la formación
de puentes disulfuro intracatenarios de la región tipo lectina aparecen unidas por
líneas. Tomado de Hawgood, 1989.
retículo, posiblemente debido a un incorrecto proceso de ensamblaje de los multímeros
(O’Reilly et al., 1988; Persson et al., 1988). Para este correcto ensamblaje se requiere
además la formación de puentes disuifuro intercatenarios en la región N-terminal de la SP-
A. La reacción es catalizada por una enzima, la proteína disulfuro isomerasa, que constituye
la subunidad B de la prolllhidroxilasa (Freedman, 1989). El tránsito de la SP-A a través del
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retículo endoplasmático es lento, probablemente como consecuencia del proceso complejo
de estructuración tridimensional de la proteína requerido para la formación de la triple
hélice de colágeno y posterior ensamblaje de los 6 protómeros.
SP-B
Esta proteína se expresa en los neumocitos tipo II y en las células alveolares
bronquiales de Clara en el hombre (Phelps y Floros, 1988; Auten et al., 1990; Stahlman et
al., 1992), conejo (Auten et al., 1990), rata (Phelps y Soros, 1991) y ratón (D’Amore-Bruno
et al., 1991). Asimismo, se ha detectado expresión de la proteína en algunas vías aéreas
proximales (D’Amore-Bruno et al., 1991) y localización de SP-B por métodos inmu-
nohistoquimicos en los bronquios y la tráquea (Stahlman e: al., 1992).
El gen de la SP-B humana se encuentra en el cromosoma 2 (Emrie et al., 1988; Piot-
Matias et al., 1989). El gen de la SP-B humana consta de 9.5 Kb, y está distribuido en 11
exones (Figura 13). Sólo se ha detectado un mRNA de 2.0 Kb para la proteína humana
(Glasser et al., 1987), 1.9 Kb para la proteína de conejo (Xu et al., 1989), 1.5 Kb para la de
rata (Emrie et al., 1989) y 1.6 Kb para la de ratón (D’Amore-Bruno et al., 1991). La
traducción del mRNA produce una proteína precursora de la SP-B de 381 aminoácidos en
el hombre (Glasser et al., 1987; Jacobs et al., 1987; Piot-Matias et al., 1989), 376 aminoáci-
dos en la SP-B de rata (Emrie et al., 1989) y 370 en la SP-B de conejo (Xu et al., 1989).
El procesamiento de la SP-B humana incluye la eliminación de fragmentos de 180
y 102 aminoácidos de los extremos N-terminal y C-terminal de la proteína precursora y se
realiza mediante al menos dos rupturas proteolíticas, porque se han detectado en los
neumocitos tipo II formas intermedias de 26 kDa (Weaver y Whitsett, 1989). Los sitios de
ruptura no están marcados por aminoácidos básicos, sino por un par de glutaminas. El
procesamiento no es completo, y aparecen cantidades significativas de preproteiña y formas
intermedias en medios de cultivo de neumocitos tipo II (Hawgood y Schiffer, 1991). Sin
embargo, en los cuerpos lamelares sólo aparece la forma maduffa (Weaver y Whitsett, 1989).
Estudios recientes muestran que elprecursor podría procesarse en los cuernos multivesicula-
res, previamente a su incorporación en los cuerpos lamelares, y que la enzima implicada
podría ser la catepsina D (Weaver y Voorhout, 1994).
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FIGURA 13. Representación esquemática del gen de la SP-B humana y
del procesamiento hasta formar la forma madura de la proteína.
Los exones se representan mediante rectángulos. Las regiones que codifican para
la forma madura de la proteína aparecen de color negro. Y indica posibles sitios de
glicosilación. Tomado de Hawgood, 1989.
sP-C
Se expresa únicamente en los neumocitos tipo II (Fisher et al., 1989; Liley et al.,
1988; Shannon et al., 1990; Phelps y Floros, 1991).
Dos genes codifican para la SP-C humana. Probablemente se trata de alelos (Glasser
et al., 1988 b). Se localizan en el brazo corto del cromosoma 8 (Fisher et al., 1988 a) y se
diferencian sólo en 19 nucleótidos. Ambos se transcriben (Glasser et al., 1988 a, b). El gen
de la SP-C humana está formado por 2.7 Kb (Glasser et al., 1988 b) y está constituido por
6 exones (Figura 14).
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FIGURA 14. Representación esquemática del gen de la SP-C humana y
el procesamiento hasta la formación del péptido activo.
Los exones se representan mediante rectángulos y las regiones que codifican para
la forma madura aparecen de color oscuro. Tomado de Hawgood, 1989.
Mediante “splicing” diferencial del primer transcrito de la SP-C humana aparecen
varios mRNAs (Warr et al., 1987; Glasser et al., 1988 a, b).
La traducción del RNA produce una proteína precursora de 197 aminoácidos en la
SP-C humana (Warr et al., 1987; Olasser et al., 1988 a, b), 194 aminoácidos en la SP-C de
rata (Fisher et al., 1989) y 190 en la SP-C de perro (Fisher et al., 1989).
El procesamiento de la SP-C incluye la eliminación de 23-25 y 133-139 residuos de
los extremos N-terminal y C-terminal del precursor respectivamente. Asimismo, incluye la
adición post-traduccional de ácido palmítico a los residuos de cisteina. A diferencia de lo
que ocurre con la SP-B, no se ha detectado la presencia del precursor en el medio
extracelular de cultivos de neumocitos tipo II (Beers y Fisher, 1992). Keller y colaboradores,
(1991) utilizando un sistema de traducción “in vitro”, observan que el precursor puede ser
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una proteína integral de membrana, con el extremo N-terminal hacia el citoplasma, mientras
que el extremo C-terminal se expone hacia la luz del retículo endoplasmático. La secuencia
que corresponde a la SP-C madura serviría de señal, así como de dominio de interacción
con la bicapa. Estos autores muestran que se libera un fragmento del extremo N-terminal
del precursor en presencia de membranas microsomales. Por tanto, la integración en las
membranas microsomales con la liberación de un fragmento N-terminal podrían ser etapas
en el procesamiento de la SP-C. Es posible que la palmitoilación ocurra en el aparato de
Golgi (Beers y Fisher, 1992).
SP-D
Se ha detectado la presencia de SP-D marcada con oro coloidal tanto en neumocitos
tipo II como en las células epiteliales bronquiales tipo Clara. En estas últimas el marcaje
aparece en el retículo endoplasmático y aparato de Golgi, así como en gránulos secretores.
En los neumocitos tipo II aparece en el retículo endoplasmático y aparato de Golgi. No se
ha detectado, sin embargo, en los cuerpos lamelares (Voorhout et al., 1992).
isa. ENSAMBLAJE EN LOS CUERPOS LAMELARES
Los cuerpos lamelares son el orgánulo de almacenamiento intracelular del
surfactante. Su composición lipidica es semejante a la obtenida mediante lavado broncoal-
veolar (Schlame et al., 1988; Casals et al., 1989; 1990). No se conoce de modo definitivo su
composición proteica. La SP-D no se ha detectado en los cuerpos lamelares ni en la mielina
tubular mediante marcaje con oro coloidal (Voorhout et al., 1992). Mediante la utilización
de anticuerpos específicos, se ha demostrado la presencia de SP-A y SP-B en los cuernos
lamelares (Walker et al., 1986; Snyder y Mendelson, 1987; Weaver et al., 1988; Wilhiams et
al., 1988). Asimismo, se ha observado la presencia de SP-C en los cuerpos lamelares
mediante “Western-Blot” (Farrell et al., 1990).
Cuando se observan mediante microscopia electrónica los cuerpos lamelares,
aparecen como lamelas lipídicas concéntricas rodeadas por una membrana limitante. Se ve
una zona central electrondensa, donde presumiblemente se encuentran las proteínas
hidrofóbicas. También se observa material amorfo entre las lamelas y debajo de la
membrana limitante (Wilhiams, 1977; 1982). El análisis de resonancia magnética nuclear de
ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 53
fracciones de cuerpos lamelares aislados revela un bajo contenido de agua, lo que supone
un estado de baja hidratación del surfactante intracelular (Grathwohl et al., 1979).
Los cuerpos lamelares contienen enzimas hidrolasas de origen lisosomal (Hook y
Gilniore 1982; de Vries et al., 1985 b). Una «-glucosidasa no precipitable con concanavalina
A, a diferencia de la «-glucosidasa lisosomal, podría ser específica de los cuernos lamelares
(de Vries et al., 1985 b). Los cuernos lamelares mantienen un pH ácido (Chander et al.,
1986) y tienen un alto contenido en calcio (Eckenhoff y Somlyo, 1988).
No se conoce cómo se originan los cuerpos lamelares. Chevallier y CoUet (1972)
utilizando precursores de la síntesis de lípidos y proteínas marcados radiactivamente y
técnicas de autorradiografía, observaron marcaje de flH] colina en el retículo endoplasmá-
tico, después en el aparato de Golgi y finalmente en los cuerpos lamelares. El marcaje de
flH] leucina aparecía primero en el retículo endoplasmático, y posteriormente en el aparato
de Golgi, cuerpos multivesiculares y cuernos lamelares. No se conoce el mecanismo por el
cual se transportan los componentes lipídico y proteico del surfactante pulmonar de~de el
retículo endoplasmático hasta los cuerpos lamelares. Respecto al componente lipídico, se
supone que podrían intervenir dos mecanismos distintos:
- Transporte mediado por nroteínas intercambiadoras de fosfolípidos. Se ha
sugerido que las proteínas intercambiadoras de fosfolípidos podrían estar
implicadas en la transferencia intracelular de lípidos surfactantes (Fisher y
Chander, 1985). Es interesante comentar que el citosol de los neumocitos tipo
II está enriquecido en proteínas que intercambian PC y PO si se compara con
el citosol obtenido de pulmón entero (Post et al., 1980; Pool et al., 1983). Sin
embargo, no se ha demostrado la existencia de proteínas intercambiadoras
específicas para determinadas especies moleculares (Fisher y Chander, 1985)
que justifiquen el enriquecimiento en DPPC de los cuerpos lamelares respecto
a otros sistemas de membrana de los neumocitos tipo II (Schlame et al., 1988).
- Transnorte vesicular. Mediante estudios isotópicos se puso de manifiesto que
los fosfolípidos surfactantes se mueven temporalmente a través de una serie de
partículas subcelulares de mayor densidad a otras de densidad inferior, los
cuernos lamelares (Jobe et al., 1981). Magoon y colaboradores (1983) han
aislado dos poblaciones de cuerpos lamelares que se diferencian por su relación
lípido/proteína. Mediante estudios de incorporación de marcaje han observado
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que los cuerpos lamelares pequeños, más densos, se convierten en cuernos
lamelares menos densos.
No se sabe prácticamente nada del proceso de ensamblaje de las proteínas en los
cuerpos lamelares. Mediante la utilización de ~H] leucina, Chevallier y Collet (1972)
observaron la aparición de marcaje en el retículo endoplasmático, que migraba posterior-
mente a través del aparato de Golgi, hasta los cuerpos multivesiculares, que se fusionaban
con los cuerpos lamelares. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la incorporación de
flH] leucina no es específica del surfactante pulmonar. Se ha detectado la presencia de
precursores de la SP-B en los cuerpos multivesiculares, mientras que en los cuernos
lamelares sólo aparece la forma madura de la proteína, lo que sugiere que existe una
sucesión temporal entre ambos orgánulos (Weaver y Whitsett, 1992). Se desconoce dónde
se produce el ensamblaje de la SP-A y los fosfolípidos. Algunos investigadores han publicado
que los cuernos lamelares tienen un alto contenido en SP-A (Snyder y Mendelson, 1987;
O’Reilly et al., 1988), mientras que otros autores sostienen que el contenido de SP-A de los
cuernos lamelares es mucho menor que el que existe en el surfactante extracelular (Oosterla-
ken-Dijksterhuis et al., 1991 b; Froh et al., 1990;). Cuando se inyectan a ratas precursores
de la síntesis de proteínas y fosfolípidos, la cinética de aparición de SP-A y DPPC en el
lavado broncoalveolar es semejante . Por tanto, es posible que existan dos vías de secreción
de la SP-A. Una de ellas necesita el ensamblaje con lípidos y las proteínas hidrofóbicas en
los cuerpos lamelares. La otra se produciría por medio de otras vesículas de secreción
distintas de los cuerpos lamelares. No se conoce bien cuál es la señal que dirige a la
proteína en su tráfico intracelular. La proteína parece secretarse correctamente en presencia
de inhibidores del procesamiento de los carbohidratos (Whitsett et al., 1985; O’Reilly et al.,
1988). Sin embargo, la glicosilación de la SP-A parece ser imprescindible para el transporte
de la proteína a los cuerpos lamelares (Alcorn y Mendelson, 1993).
i.SJ. SECRECION DEL SURFACTANTE PULMONAR
La secreción del surfactante se produce por exocitosis, mediante la fusión de la
membrana limitante de los cuerpos lamelares con la membrana plasmática de los
neumocitos tipo II. Se ha estimado que el 10-15 % de los cuerpos lamelares se secretan en
una hora (Kliewer et al., 1985).
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1.5.3.1. Estimulación de la secreción por mediadores químicos locales
Distintos agentes farmacológicos estimulan la secreción del surfactante “in vitro”:
-Agentes purinér~icos. La adenosina, análogos de adenosina y nucleótidos de
adenina estimulan la secreción del surfactante por cultivos de neumocitos tipo
II (Gilfillan y Rooney, 1987 a, b; 1988; Warburton et al., 1989; Qobran y
Rooney, 1990; Criese et al., 1991 a, c). Asimismo, la secreción “in vivo” es
estimulada por adenosina (Ekelund et al., 1985) y se inhibe por antagonistas de
adenosina (Rooney y Cobran, 1988). Tanto los receptores P1 como P, intervie-
nen en la regulación de la secreción del surfactante. La adenosina estimula la
secreción a través de la interacción con receptores P1 (subtipo A2). Sin embargo,
no está establecido definitivamente a través de qué receptores ejerce su acción
el ATP. Criese y colaboradores (1991, c) observaron que más del 75% del
efecto del ATP sobre la secreción de PC por los neumocitos tipo II se inhibía
en presencia de antagonistas P1, lo que sugiere que el ATP estimula la secreción
a través de esos receptores. Sin embargo, también se ha encontrado activación
a través de receptores P2 (Gilfillan y Rooney, 1988; Warburton et al., 1989).
También se ha caracterizado, al menos parcialmente, el mecanismo de transduc-
ción de señales que regula la secreción del surfactante “in vitro” por agentes
purinérgicos. Los receptores P1 están acoplados a la actividad adenilato ciclasa
y ejercen su acción mediante el control de los niveles de AMPc (Warburton et
al., 1989; Gobran y Rooney, 1990; Criese et al., 1993), mientras que los
receptores P2 intervienen en la activación de la fosfolipasa C (Warburton et al.,
1989; Rice et al., 1990), lo que implica movilización de calcio intracelular (Rice
y Singleton, 1987; Dom et al., 1989; Rice et al., 1990) y activación de la proteína
quinasa C (Rice et al., 1990).
-Proteína cuinasa C. Podría estar implicada en la regulación de la secreción del
surfactante. Activadores de esta proteína, como el TPA y diaciigliceroles,
estimulan la secreción del surfactante por cultivos de neumocitos tipo II (Sano
et al., 1987 a; Cobran y Rooney, 1990; Murata et al., 1993).
-AQonistas adrenér~icos. Estos agentes ejercen un efecto estimulador directo
sobre la secreción del surfactante vía receptores de tipo 13 (Brown y Longmore,
1981; Chander, 1989). En los neumocitos tipo II existen tanto receptores J3,
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como I3~ y ambos parecen implicados en la regulación de la secreción del
surfactante (Kai et al., 1992). El mecanismo de transducción de la señal parece
implicar activación del sistema adenilato ciclasa y elevación de los niveles de
AMPc (Brown y Longmore, 1981; Cilfillan y Rooney, 1987 b).
-Calcio. El aumento de la concentración de calcio en el citoplasma inducido por
diversos agonistas podría mediar el proceso de secreción. En este sentido, se ha
descrito que jonóforos de calcio estimulan la secreción de PC por cultivos de
neumocitos tipo II (Sano et al., 1987 b). Asimismo, el lantano, un ion que
bloquea la entrada de calcio en las células, inhibe la secreción de surfactante
estimulada por distensión pulmonar y lavado broncoalveolar, en conejos recién
nacidos (Corbet y Owens, 1991; Corbet et al., 1991).
-Vasonresina. Estimula la secreción del surfactante “in vitro” a través de la
interacción con receptores AVP1, probablemente mediante la activación de la
fosfolipasa C, producción de inositol trifosfato y diacilglicerol, y subsiguiente
activacion de la proteína quinasa C (Brown y Wood, 1989; Brown y Chen, 1990).
-Regulación colinér~ica. Parece ejercerse a través de una vía indirecta. Diversos
estudios muestran que agonistas colinérgicos estimulan la secreción del
surfactante en sistemas de pulmones perfundidos aislados. La respuesta puede
bloquearse mediante tratamiento con propanolol, antagonista 13-adrenérgico
(Massaro et al., 1982). Los resultados obtenidos en cultivos de neurnocitos tipo
II ponen en entredicho el efecto estimulante de los agonistas colinérgicos,
puesto que en estos casos no se ha observado incremento de la secreción del
surfactante en presencia de agonistas colinérgicos (Brown y Longmore, 1981).
-Histamina. Parece estimular la secreción del surfactante por los neumocitos tipo
II. Su acción se ejerce a través de receptores H2, acoplados a la activación del
sistema adenilato ciclasa y a la elevación de los niveles de AMPc (Chen y
Brown, 1990).
-Derivados del ácido arapuidónico. El ácido araquidónico y sus derivados
incrementan la secreción del surfactante por los neumocitos tipo II (Qilfifian y
Rooney, 1985; 1986). Parece claro el papel desempeñado por los leucotrienos
en la regulación de la secreción del surfactante. Se ha demostrado que inducen
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un incremento en la secreción de surfactante tanto en cultivos de neumocitos
tipo II (Gilfillan y Rooney, 1986) como “in vivo”, en pulmones de conejos recién
nacidos (Rooney y Cobran, 1988). Sin embargo, existe controversia acerca de la
importancia de las prostaglandinas sobre la regulación de la secreción del
surfactante. En estudios “in vitro” la respuesta de los neumocitos tipo II a las
prostaglandinas fue casi inapreciable (Taylor et al., 1979). Sin embargo, las
prostaglandinas E2 ejercen un efecto estimulador sobre la secreción del
surfactante en cortes de pulmón de conejo recién nacidos (Marino y Rooney,
1988).
1.5.31. Estimulación por factores mecánicos
La hiperventilación estimula la secreción de surfactante tanto “in vivo” (Nicholas y
Barr, 1983; Barr et al., 1988) como “in vitro”, utilizando cultivos de neumocitos tipo II
sometidos a ciclos de dilatación y contracción mecánica (Wirtz y Dobbs, 1990 a, b; Wirtz
y Schmidt, 1992). El mecanismo a través del cual se produce la estimulación mecánica no
se conoce, pero se ha propuesto que la alcalosis subsiguiente a la disminución de la presión
parcial de CO2 podría ser la causa. La ventilación pulmonar con aire que contiene 0% de
CO2 incrementa la secreción en un sistema de pulmón perfundido aislado (Chander, 1989).
El efecto se revierte incorporando ácidos débiles como acetato o butirato 25 mM en el
medio utilizado para perfundir los pulmones.
1.533. Inhibición de la secreción de surfactante por mediadores químicos locales
La sustancia P (Rice y Singleton, 1986) y la adenosina, a través de la interacción con
receptores A2 (Cobran y Rooney, 1990), inhiben la secreción del surfactante pulmonar.
1.53.4. Inhibición de la secreción por la SP-A
La SP-A inhibe la secreción del surfactante pulmonar por los neumocitos tipo II,
tanto la secreción basal como la estimulada por secretagogos (Dobbs et al., 1987; Rice et al.,
1987; Kuroki et al., 1988 a, b). La inhibición se puede revertir añadiendo al medio de cultivo
de las células anticuerpos anti-SP-A, desnaturalizando térmicamente la proteína o mediante
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reducción y alquilación de la SP-A (Dobbs et al., 1987; Rice et al., 1987; Kuroki y Akino,
1988 a, b). Sin embargo, la desglicosilación de la SP-A (Kuroki et al., 1988 a), o el
tratamiento con colagenasa bacteriana (Murata et al., 1993) no impiden la acción de la SP-A
sobre la secreción del surfactante. Recientemente, Murata y colaboradores (1993) han
publicado que un anticuerpo monoclonal anti-SP-A, cuyo epitopo se localiza en el dominio
C-terminal de la SP-A anula por completo la actividad inhibidora de la SP-A sobre la
secreción del surfactante y la capacidad de SP-A no marcada de competir con ‘9-SP-A por
la unión a la superficie de los neumocitos tipo II. El fragmento resistente a colagenasa
(CRF) inhibe la secreción del surfactante por los neumocitos tipo II y compite con ‘9-SP-A
por la unión a las células, aunque a concentraciones superiores a la SP-A.
La acción de la SP-A parece ejercerse a través de la interacción con un receptor de
membrana de los neumocitos tipo II (Kuroki et al., 1988 c; Wright et al., 1989). Reciente-
mente, Strayer y colaboradores (1993) han encontrado una proteína de membrana de los
neumocitos tipo II de 30 kDa de masa molecular y que se une a la SP-A. Esta proteína no
se expresa en los macrófagos alveolares. A diferencia de la unión a los neumocitos tipo II,
la unión de la SP-A a los macrófagos alveolares sí se inhibe tras el tratamiento con
colagenasa bacteriana (Pison et al., 1992), lo que podría indicar que la unión de la SP-A a
los dos tipos celulares, neumocitos tipo II y macrófagos alveolares, podría ejercerse a través
de la interacción con dos tipos de receptores distintos.
1.5.4 METABOLISMO EXTRACELULAR
La dinámica y las transformaciones que sufre el surfactante al ser secretado al
espacio alveolar están todavía sin resolver. Se sabe que el surfactante se encuentra en varias
formas físicas en el alveolo y en el lavado broncoalveolar: estructuras multilamelares, redes
membranosas de mielina tubular, vesículas uni y multilamelares, estructuras discoidales y
finalmente una monocapa de fosfolípidos superficial. Mediante centrifugación diferencial
(Thet et al., 1979; Magoon et al., 1983; Baritussio et al., 1984) o centrifugación en gradiente
de densidad (Gross y Narine, 1989) se recuperan tres fracciones:
- ligera, formada por vesículas uni y multilamelares.
- pesada, formada por mielina tubular.
- ultrapesada, constituida por mielina tubular en asociación con estructuras
semejantes a los cuerpos lamelares.
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Las vesículas uni y multilamelares contienen pocas proteínas y tienen poca capacidad
de reducir la tensión superficial. Las otras formas contienen proteínas y son activas
funcionalmente (Cross y Narine, 1989). Mediante marcaje con [1,2,3-3H]-glicerol,precursor
de la síntesis de fosfolípidos, se observa que, después de la secreción, aparecen secuencial-
mente formas ultrapesadas que evolucionan hacia formas menos densas. Por otra parte,
mediante microscopia electrónica se observa que el contenido de los cuerpos lamelares
secretados se transforma en mielina tubular (Williams, 1977; 1982). Estos estudios apoyan
la hipótesis de que el contenido de los cuernos lamelares se transforma en mielina tubular,
que es precursora de una monocapa de DPPC en la interfase aire-líquido (Figura). El
material que no se adsorbe en la interfase aire-liquido o el que se excluye de la monocapa
aparece como vesículas que posteriormente serán capturadas por los neumocitos tipo II y
los macrófagos alveolares, principalmente. Cross y Schultz (1990) reprodujeron la secuencia
de formas extracelulares del surfactante que probablemente ocurre en el alveolo, “in vitro”,
mediante experimentos en los que cíclicamente se aumenta y disminuye el área ocupada por
el surfactante en unos tubos sometidos a cambios de posición vertical a horizontal. Estos
autores demostraron que la transformación de formas de densidad semejante a la de los
cuerpos lamelares, a otras de densidad semejante a la de la mielina tubular, depende sólo
de las variaciones de volumen aplicadas y de la existencia de una interfase aire-liquido, ya
que las transformaciones no se producen cuando se completa el volumen del tubo con
surfactante, impidiendo por tanto la existencia en eflos de interfase aire-líquido. Sin
embargo, la transformación a formas de densidad semejante a las vesículas depende además
de una actividad serín-proteasa, denominada por ellos convertasa, parcialmente caracteriza-
da. La convertasa probablemente se trata de una proteína de 80 kDa, con un pH óptimo de
7.4 y que se aísla junto con el surfactante (Gross y Schultz, 1992). La incubación de esta
proteína con N-glicosidasa F reduce la masa molecular aparente a 72 kDa, lo que sugiere
que podría tratarse de una glicoproteina (Gross, 1994). La enzima es activa en ausencia de
calcio. No se ha encontrado todavía el sustrato de esta enzima, aunque se especula que
podría tratarse de alguna proteína específica del surfactante.
No se conoce con exactitud la composición de la mielina tubular. En experimentos
“in vitro” se han podido reconstruir figuras semejantes a las de la mielina tubular a partir de
mezclas de DPPC/PG, SP-A, SP-B y calcio (Suzuki et al., 1989; Williams et al., 1991; Poulain
et al., 1992). Las mezclas que contienen además SP-C también forman figuras semejantes
a las de la mielina tubular, pero esta proteína no es imprescindible para la formación de
dicha estructura. La adición de EDTA inhibe la formación de mielina tubular, lo que indica
el absoluto requerimiento de calcio (Suzuki et al., 1989; Williams et al., 1991).
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La mielina tubular parece tener un mayor contenido de SP-A que otras formas de
surfactante (Wright et al., 1984). Voorhout y colaboradores (1991) observaron, mediante
marcaje con oro coloidal, que la mielina tubular presenta una mayor cantidad de SP-A que
los cuerpos lamelares recién secretados.
La mielina tubular es probablemente la precursora de la monocapa que se forma en
la interfase aire-líquido. Numerosos resultados experimentales apoyan esta posibilidad.
Magoon y colaboradores (1983) separaron mediante centrifugación diferencial distintas
fracciones del surfactante y encontraron que las que se adsorbían más rápidamente a la
interfase también estaban enriquecidas en mielina tubular. Resultados similares obtuvieron
Benson y colaboradores (1984) y Gross y Narine (1989). Sin embargo, otros autores no han
encontrado una rápida velocidad de adsorción de muestras de mielina tubular y sostienen
que se trata de material inactivo que se excluye de la interfase aire-líquido (Sen et al., 1988).
1.5.5. RECAPTURA Y REUTILIZACION DEL SURFACTANTE PULMONAR
El material surfactante debe ser retirado del alveolo una vez transcurrido su periodo
de vida media. Debe, por tanto, existir un fino equilibrio entre la secreción del surfactante
y su eliminación de los espacios alveolares.
El surfactante pulmonar puede eliminarse del alveolo a través de varias rutas:
- transporte por las vías aéreas hacia el exterior.
- transporte vía sistema circulatorio o linfático.
- fagocitosis y degradación por los macrófagos alveolares.
- reincorporación por los neumocitos tipo II y posterior degradación y/o
reutilización.
Numerosos resultados experimentales apoyan la idea de que la internación del
material lipoproteico por los macrófagos alveolares y sobre todo por los neumocitos tipo II
constituyen las rutas principales de eliminación del surfactante de la luz alveolar (Magoon
et al., 1983; Jacobs u al., 1985; Rider et al., 1992).
Los macrófagos alveolares incorporan material surfactante. Se ha estimado que un
20% del complejo se incorpora a estas células (Rider et al., 1992). Tanto los lípidos (Miles
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et al., 1988; Grábner et al., 1991; Young et al., 1993), como la SP-A (Coalson et al., 1986;
Young et al., 1993) y la SP-C (Baritussio et al., 1989) aparecen en las vesículas fagocíticas
de estas células tras la incubación de los macrófagos con surfactante pulmonar. Cuando se
aislaronlos macrófagos de animales a los que previamente se había administrado surfactante
marcado radioactivamente, no se obtiene marcaje asociado a los macrófagos, lo que sugiere
que estas células degradan el surfactante y liberan los productos de degradación al alveolo
(Pettenazzo et al., 1988). Un estudio reciente de Rider y colaboradores (1992) confirma esta
posibilidad, pues muestra la acumulación de un análogo no metabolizable de DPPC,
administrado junto al surfactante, en los macrófagos alveolares.
La incorporación del surfactante en los neumocitos tipo II constituye la principal ruta
de eliminación de éste del alveolo (Rider et al., 1992). Los mecanismos responsables de la
recaptura del surfactante y su procesamiento intracelular, así como la regulación de estos
procesos no se conocen con precisión en la actualidad. Al parecer, el surfactante es
internado mediante endocitosis (Williams, 1987) por un proceso dependiente de energía
(Fisher et al., 1987; Criese et al., 1991 d). Una vez que se encuentra en el interior de la
célula, el material puede ser:
- Degradado vía lisosomal, de forma que los productos de degradación pueden
posteriormente pasar al retículo endoplasmático y servir como precursores
primarios de la síntesis de nuevo material surfactante (Fisher et al., 1987; Rider
et al., 1991).
- Incorporado directamente como moléculas intactas, sin sufrir ningún tipo de
degradación, en cuernos lamelares, por lo que podrían ser de nuevo secretadas
a la luz alveolar (Rider et al., 1990; 1991; Young et al., 1993).
No se conoce qué factores dirigen a los fosfolípidos hacia una u otra localización:
lisosomas o cuerpos lamelares. Se ha sugerido que la SP-A podría estar implicada, ya que
fracciones de fosfatidilcolina incubadas en presencia de SP-A en cultivos de neumocitos tipo
ií se degradan menos que otras fracciones internadas en ausencia de SP-A (Wright et al.,
1987). La existencia de ese transporte dirigido por la SP-A u otras proteínas es todavía una
especulación.
Se conoce mucho menos acerca de la internación de las proteínas específicas del
surfactante y su posterior procesamiento en la célula. La SP-A probablemente se interna a
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través de un proceso de endocitosis mediada por receptor (Ryan et al., 1989; Kalina y
Socher, 1990). Young y colaboradores (1989) demostraron que ‘9-SP-A instilada en la
tráquea de ratas adultas formando partede complejos lipoproteicos aparecía posteriormente
en los cuerpos lamelares de los neumocitos tipo II. La mayor parte de la SP-A migraba con
la misma masa molecular que la proteína nativa, aunque en el aparato de Qolgi y en los
microsomas existía marcaje en péptidos de tamaño inferior (Young et al., 1989). Resultados
semejantes han obtenido Snyder y colaboradores (1988) en conejos recién nacidos. Sin
embargo, Ryan y colaboradores (1989), utilizando cultivos de neumocitos tipo II, apreciaron
que la SP-A internada se encontraba en vesículas endociticas y cuerpos multivesiculares, pero
no en los cuerpos lamelares.
Todavía se conoce poco acerca de la internación y procesamiento de las proteínas
hidrofóbicas y la SP-D. Baritussio y colaboradores (1989) instilaron una mezcla de [“S]-
metionina-SP-C y 32P-fosfolípidos en la tráquea de conejos de 3 días de edad. El 50% de la
SP-C marcada no se recuperaba mediante lavado broncoalveolar 3 horas después de la
instilación. Además, la tasa 32P/”S se incrementaba 1.9 veces frente al valor inicial, por lo
que es posible que la tasa de internación de los lípidos y las proteínas sea distinta o bien que
exista una menor eficacia de reutiización de la SP-C. Por elcontrario, Pinto y colabQradores
(1993) observaron una tasa de internación semejante para los lípidos y la SP-C. También
se pudo detectar la presencia de SP-C en los cuerpos lamelares tras la internación, pero no
se conoce la ruta intracelular de la proteína tras la recaptura desde el alveolo ni si la entrada
de la proteína en la célula se produce como consecuencia de la interacción con un receptor
de la superficie de los neumocitos tipo II.
La SP-E se une a la superficie de los neumocitos tipo II, y posteriormente es
internada por estas células (Bates et al., 1992). La asociación de ‘9-SP-E deslipidizada con
la superficie de los neumocitos tipo II en cultivo ocurre a través de un proceso no saturable,
y no se inhibe en presencia de un exceso de SP-E no marcada de 60 veces. Sin embargo,
cuando la SP-E se añade formando parte de complejos con los lípidos del surfactante la
unión ocurre a través de un proceso saturable, probablemente específico. Hay que tener en
cuenta para explicar estos resultados que la SP-B agrega en soluciones acuosas, de manera
que la concentración efectiva de SP-E libre para interaccionar con las células podría ser más
baja de la esperada. Tras la unión a la membrana de los neumocitos tipo II, la SP-E es
incorporada por estas células. Mediante autorradiografia se aprecia marcaje de la SP-E en
la membrana plasmática, vesículas endocíticas, cuerpos multivesiculares y cuerpos lamelares,
pero no en vesículas revestidas, lo que podría implicar que el mecanismo de internación no
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es del tipo de endocitosis mediada por receptor (Breslin et al., 1992). También se aprecia
marcaje de SP-B en los cuerpos lamelares en proceso de exocitosis, lo que indica que la SP-B
se secreta de nuevo a la luz alveolar (Breslin et al., 1992).
Con respecto a los posibles mecanismos que regulan la internación del surfactante,
Fisher y colaboradores (1985, 1987, 1989) encontraron que algunos secretagogos del surfac-
tante pulmonar como isoproterenol, terbutalina, ATP, ésteres de forbol y análogos del
AMPe estimulaban la recaptura del surfactante utilizando un modelo de pulmón perfundido
aislado. Sin embargo, no se ha encontrado estimulación de la recaptura del surfa¿tante “in
vitro” por distintos secretagogos del surfactante a las concentraciones a las que se producía
la máxima estimulación de la secreción. Ni el ATP ni la terbutalina, ionomicina, TPA o
agonistas purinérgicos incrementan la recaptura de dipalmitoilfosfatidilcolina por los
neumocitos tipo II en cultivo (Criese et al., 1991 d).
En estudios “in vitro” se ha observado que la SP-A incrementa la recaptura de lípidos
por neumocitos tipo II y macrófagos alveolares, en un proceso dependiente de la tempera-
tura y de la concentración de proteína utilizada (Wright et al., 1987; Rice et al 1989; Criese
et al., 1991 d). Otras lectinas, como la aglutinina de Madura pomifera también incrementa
la internación de dipalmitoilfosfatidilcolina por los neumocitos tipo II (Criese et al., 1991
d)
También se ha publicado que las proteínas hidrofóbicas estimulan la recaptura de
fosfolípidos del surfactante. Claypool y colaboradores (1984 a, b) demostraron que una
fracción de surfactante soluble en disolventes orgánicos, y que contenía las proteínas
hidrofóbicas SP-B y SP-C, aumentaba la internación de lípidos del surfactante por los
neumocitos tipo II. Un estudio de Bates y colaboradores (1989) sugiere que el fosfatidiiglice-
rol presente en esa fracción podría ser el responsable de la activación. Sin embargo, Rice
y colaboradores (1989) mostraron que tanto la SP-B como la SP-C estimulaban la recaptura
de fosfatidilcolina por los neumocitos tipo II. El proceso no es especifico de estas células,
sino que también se producía sobre los macrófagos alveolares y fibroblastos de pulmón. No
existía saturación y la activación ocurría a 4 y a 37 0C. No se sabe si existe realmente
estimulación de la recaptura de los lípidos del surfactante por las proteínas hidrofóbicas o
si su acción se produce modificando la forma física de los liposomas, favoreciendo una
interacción de los mismos con lípidos de las membranas de las células.
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2. OBJETIVOS
El conocimiento de las interacciones moleculares que se establecen en el surfactante
pulmonar es imprescindible para una correcta comprensión del ciclo metabólico, tanto
intracelular como extracelular del complejo, con vistas a una aplicación terapeútica a
pacientes con Síndrome de Distrés Respiratorio del Neonato o Síndrome de Distrés
Respiratorio del Adulto. Para establecer las bases moleculares del complejo ciclo del
surfactante, que conduce en último término, a la formación de una monocapa de DPPC en
la interfase aire-líquido, es imprescindible el estudio de las interacciones entre la SP-A y los
fosfolípidos, y que alteraciones se producen en unos y otra como consecuencia de la
interacción. Asismismo, las interacciones que se puedan establecer entre las proteínas
hidrofóbicas SP-B y SP-C con los fosfolípidos, y de aquéllas con la SP-A pueden determinar
la función biológica del surfactante.
Con vistas al esclarecimiento de algunos de estos aspectos, se han desarrollado los
siguientes estudios:
- Caractedzación estructural de la SP-A de cerdo.
- Efecto del calcio, la fuerza jónica y elpH ácido sobre la estructura de la SP-A
de cerdo.
- Estudio de la interacción de la SP-A de cerdo y humanaprocedente de pacientes
con proteinosis alveolar con vesículas de fosfolípidos.
- Estudios de actividad de la SP-A de cerdo. Factores que controlan la agregación
de vesículas inducida por la SP-A. Efecto de las proteínas hidrofóbicas sobre la
capacidad de agregación de vesículas de la SP-A. Efecto del pH ácido.
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3.1 MATERIALES
El material biológico se obtuvo de cerdos sacrificados en un matadero industrial. Los
pulmones utilizados en este estudio se extrajeron junto con la tráquea, y se selecáionaron
posteriormente, desechando aquellos que presentaran fisuras. Los órganos se mantuvieron
en hielo durante 1 hora hasta la obtención de los lavados broncoalveolares.
La SP-A humana, aislada a partir de lavados broncoalveolares de pacientes de proteinosis
alveolar, fue suministrada por los profesores Van Golde y Haagsman, de la Universidad de
Utrecht, Holanda.
Los fosfolípidos sintéticos 1,2-dimiistoil-sn-glicero 3-fosfoglicerol (DMPG), 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero 3-fosfocolina (DPPC) y 1,2-dipalmitoil-sn-glicero 3-fosfoglicerol (DPPC),
procedieron de Avanti Polar Lipids (Birmingham).
Los fosfolípidos 1-palmnitoil-sn-glicero 3-fosfocolina (LPC), 1,2-diacil-sn-glicero 3-fosfocolina
(PC), 1,2-diacil-sn-glicero 3-fosfoglicerol (PC) procedieron de Sigma Co. (St. Louis, EEUU).
Los disolventes orgánicos utilizados para disolverlos fueron de calidad HPLC y fueron
suministrados por Scharlau (España).
Trizma Base, N-acetil-triptofanamida (NATA), DL-ditiotreitol, albúmina de suero bovino y
los patrones de peso molecular utilizados en el análisis electroforético procedieron de Sigma
Co. (St. Louis, EEUU). Los marcadores de electroforesis de bajo peso molecular preteñidos
fueron suministrados por Bethesda Research Laboratories (Bethesda, MD). La tripsina
utilizada en los experimentos de proteolisis procedió de Millipore (Bedford, EEUU). El
tampón Hepes, el detergente n-octil-13-D-glucopiranósido y la enzima utilizada para la
desglicosilación de la SP-A, N-glicosidasa F de Flavobacterium meningosepticum, fueron
suministrados por Boehringer (Manhein, RFA). Los reactivos de electroforesis acrilamida,
N-N’-metilén-bisacrilamida y dodecilsulfato sódico (SDS) procedieron de Sena (Heidelberg,
RFA). El n-butanol utilizado en el aislamiento de la SP-A procedió de Panreac (España).
El azul de bromofenol se obtuvo de Fluka (Suiza). Los geles de cromatografía Sephadex LH-
20 y LH-60 fueron de Pharmacia (Suecia).
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Todos los demás reactivos y disolventes no especificados proceden de Merck (Darmstadt,
RFA) y poseen calidad analítica.
3.2. AISLAMIENTO DEL SURFACTANTE PULMONAR Y PURIFICA-
ClON DEL SURFACTANTE CONTAMINADO POR COMPONENTES
PLASMATICOS
Los pulmones de cerdo se lavaronvía traqueal con una solución 0.15 M de NaCí, pH
6.9, a 40C. El lavado broncoalveolar (LBA) obtenido se filtró a través de gasa doble, y se
centrifugó a 480 x g durante 5 minutos a 40C en una centrífuga Sorvail RC2B, con el fin de
eliminar los macrófagos alveolares y desechos celulares existentes en el fluido. El lavado
broncoalveolar se congeló a -200C, hasta su posterior utilización.
El surfactante pulmonar se aisló de acuerdo con un método puesto a punto en
nuestro laboratorio (Casals et al., 1989) (Figura 15). El lavado broncoalveolar libre de células
se centrifugó a 105000 x g durante 2 horas a 40 C en una ultracentrífuga Beckman L-5. El
sedimento así obtenido se resuspendió en una solución de NaBr al 16% en NaCí 0.15 M.
Sobre esta capa se colocaron otras de NaBr al 13% en NaCí 0.15 M, y NaCí 0.15 M, y se
centrifugó a 116000 x g durante 2 horas a 40C en una ultracentrífuga Beckman L-5. El
surfactante purificado se recogió en la interfase NaCí 0.15 M/NaBr 13%. Se tomaron
alícuotas para valoración de proteínas. El resto se congeló en nitrógeno líquido, y se
mantuvo a -800C hasta su utilización.
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Sobrenadante Sedimento
LAVADO BRONCOALVEOLAR
LIBRE DE CELULAS <LBA)
Sobrenadanle Sedimento
Resuspensión en
en NaC~ 0.15 M
NaBr 16 %
Gradiente de densidad
NaCí 0.15 M/NaBr 13% en NaCí 0.15 MI Muestra (NaBr 16% en NaCí 0.15 r~
116000 x g, 2 h, 4C
SURFACTANTE PURIFICADO
Intertase: NaCI 0.15 M/NaBr 13 %
FIGURA 15. Esquema del aislamiento de surfactante pulmonar de pulmón de cerdo.
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3.3. CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS Y FOSFOLIPIDOS DEL
SURFACTANTE
3.3.1. VALORACION DE PROTEINAS
La concentración de proteínas se ha estimado de acuerdo con el método de Lowry
(1959), utilizando albúmina de suero bovino como patrón. Las muestras de lavado
broncoalveolar libre de células y surfactante pulmonar, debido a su elevada concentración
de lípidos, se valoraron en presencia de SDS al 3% (Dulley y Crieve, 1975). A causa de la
baja concentración de proteína obtenida, se redujeron los volúmenes de todos los reactivos
empleados a 1/5 de los utilizados en el método de Lowry convencional.
3.3.2 DETERMINACION CUANTITATIVA DE FOSFOLIPIDOS
Se llevé a cabo mediante la valoración de fósforo de las distintas clases de
fosfolípidos, según el método de Rouser (Rouser et al., 1966). Las muestras de surfactante
purificado de contaminación plasmática se transfirieron a tubos de hidrólisis y, una vez
eliminado completamente el disolvente, se adicionaron 0.45 ml de ácido perclórico al 70%.
Los tubos se introdujeron en un baño de arena a 2500C durante 25 minutos, dejándolos
enfriar a continuación a temperatura ambiente. Para la valoración colorimétrica del fosfato
inorgánico liberado en la reacción anterior, se añadieron 3.5 ml de agua destilada, 0.5 ml de
molibdato amónico al 2.5% y 0.5 ml de ácido ascórbico al 10%. La reacción transcurrió
durante 7 minutos en un baño de agua en ebullición, y se detuvo por la inmersión de los
tubos en hielo. El molibdato amónico forma un complejo con el fósforo que se reduce por
el ácido ascórbico, dando un compuesto coloreado. La lectura se realiza en un espectrofo-
tómetro Beckman DU-70 a 820 nm. La cantidad de fósforo se determinó interpolando los
valores de absorbancia obtenidos en una recta patrón de fosfato inorgánico, realizada en las
mismas condiciones. El método permite detectar entre 3 y 23 nmoles de fosfolípidos por
muestra. En algunas ocasiones se redujeron los volúmenes de todos los reactivos empleados
para detectar entre 0.2 y 2.9 nmoles de fosfolípidos por muestra.
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3.4. AISLAMIENTO DE LAS PROTEíNAS ESPECIFICAS DEL
SURFACTANTE
34.1. AISLAMIENTO DE LA SP-A
La proteína se ha aislado de acuerdo con el método de Haagsman (1987) (Figura 16).
El surfactante pulmonar purificado se inyectó lentamente en n-butanol (20:1 mL de butanol/
mg de proteína). La suspensión se mantuvo en agitación durante 30 minutos previamente a
su centrifugación a 3000 x g durante 30 minutos a 150C en una centrífuga Sorvail RC2B. Se
utilizó un rotor flotante HB-4. El sobrenadante de esta centrifugación contenía los lípidos
y las proteínas hidrofóbicas del surfactante. La fracción insoluble en n-butanol se recogió en
el precipitado, que se sometió a corriente de nitrógeno hasta la total eliminación del
disolvente. Posteriormente se resuspendió en un tampón Hepes 10 mM, pH 7.4, que contenía
n-octil-B-D-glucopiranósido 20 mM y NaCí 0.15 M (Tampón OCP), y se centrifugó a 13400
x £ durante 30 minutos a 150C en una ultracentrífuga Becknian L-5 utilizando un rotor
flotante SW-40. El precipitado se resuspendió en el mismo tampón y se repitió la
centrifugación. El segundo precipitado se resuspendió en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4,
y se diali2ó durante 20 horas frente al mismo tampón a temperatura ambiente. El contenido
de la bolsa de diálisis se centrifugó a 100000 x g durante 30 minutos a 40C en una
ultracentrífuga Beckman L-5. El sobrenadante de dicha centrifugación contenía la SP-A
purificada. Como criterio de pureza negativo se utilizó la separación electroforética de la
muestra en geles de poliacrilamida en presencia de SDS.
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1 SURFACTANTE
Inyección en butanol
Agitación 30 mm
3000 x g 30 mm íst
Sobrenadante Sedimento
SP—A y proteínas solubles
Secado bajo atmósfera N2
Resuspensión tampón OGP
210000 x g 15C
x2
Sobre nadant e Sedimento
Resuspensión Tris-HCI
5 mM pH 7.4
Dialisis 20 horas
Centrifugación 30 minutos
a 100000 x g 4 t
so brenada n te Sedimento
SP-A
FIGURA 16: Esquema del aislamiento de la SP-A de pulmón de cerdo.
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3.42. AISLAMIENTO DE LAS PROTEINAS HIDROFOBICAS SP-B y SP-C
Las proteínas hidrofóbicas del surfactante SP-B y SP-C se aislaron y purificaron a
partir de pulmones de cerdo según el método de Cursted y colaboradores (1987), con algunas
modificaciones que mejoran la separación de las proteínas hidrofóbicas de los lípidos y de
éstas entre sí (Pérez-Cil et al., 1993) (Figura 17).
Los pulmones de cerdo se trocearon y se lavaron con una solución 0.15 M NaCí, 0.005
M EDTA, pH 7.0 (1 litro/1 Kg de pulmón). Los trozos de pulmón se agitaron y comprimie-
ron para conseguir la transferencia de la mayor cantidad posible de surfactante a la solución
salina. El material biológico no se homogeiniza para evitar la contaminación con material
intracelular.
El lavado así obtenido se filtró a través de una gasa y se centrifugó a 1000 x g, a 40C
durante 15 minutos. El sobrenadante que resulta de esta centrifugación se recogió y se volvió
a centrifugar, esta vez a 3000 x g, a 40 C durante 2 horas. El precipitado así obtenido contiene
los lípidos y proteínas del surfactante pulmonar. Este precipitado se almacenó a -200C hasta
ser utilizado.
Las proteínas hidrofóbicas del surfactante se aislaron a partir de los extractos
orgánicos de los precipitados, sometidos a una típica extracción lipídica por el método de
Bligh y Dyer (1959) modificado brevemente. Se adicioné 1 volumen de cloroformo y otro de
metanol a los precipitados, tomando como referencia el volumen que éstos ocupan. Después
de agitar exhaustivamente en vórtex, se formó un sistema bifásico, extrayéndose la fase
orgánica (inferior) y lavándose la acuosa (superior) con un volumen de cloroformo/metanol
2:1 (y/y). Los extractos orgánicos reunidos se lavaron con KCl 0.15 M (añadiendo un 25%
del volumen de las fases orgánicas reunidas), y la fase orgánica, una vez extraída, se
concentré hasta un volumen aproximado de 0.5 ml bajo corriente de N
2. Este volumen se
aplica en una columna cromatográfica de Sephadex LH-20 (75 x 2cm) equilibrada con
cloroformo/metanol 2:1 (V/V). Se recogieron fracciones de 2 ml en un colector, y se obtuvo
un perfil de elución por medidas de absorbancia a 240 y 280 nm en un espectrofotómetro
Beckman DU-70. El pico que contiene proteína se volvió a concentrar hasta un volumen de
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FIGURA 17: Esquema del aislamiento de las proteínas bidrofóbicas
SP-B y SP-C de pulmón de cerdo.
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0.25 ml bajo flujo de N2, y se aplicó en una columna de Sephadex LH-60 (80 x 1.5 cm),
equilibrada con cloroformo/metanol/HCI 0.1 N (1:1:0.05, y/y/y). Se recogieron fracciones
de 0.5 mi, construyéndose el perfil de elución midiendo absorbancia a 240 y 280 nm. Los
picos de SP-B y SP-C se reunieron y se almacenaron a - 200 C hasta ser utilizados.
3.5. ANALISIS Y CUANTIFICACION DE LAS PROTEíNAS DEL
SURFACTANTE
3.5.1. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRJLAMIDA EN PRESENCIA DE SDS
3.5.1.1. SP-A
La proteína aislada se analizó mediante electroforesis discontinua en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS y condiciones reductoras (Laemli, 1970). Los geles
concentrante y separador utilizados se prepararon con una concentración de acrilamida del
4% y 12% (P/V) respectivamente. El disolvente de las muestras se secó a vacío en una
centrífuga Speed Vac Concentrator (Savant Ynd, NY, EEUU)y las muestras se redisolvieron
en 20 uL de tampón Tris-HCl 62.5 mM, pH 6.8, que contenía glicerol 10% (P/V), SDS 2.3%
(P/V), ditiotreitol 60 mM y azul de bromofenol. Normalmente se aplicaron 5-10 i~g de
proteína. Asimismo, se aplicaron 30 j¿l de una solución de proteínas marcadoras de masa
molecular conocida y disueltas en el mismo tampón que las muestras a una concentración
de 1 mg/ml. Las proteínas marcadoras utilizadas fueron albúmina bovina (66 kDa), albúmina
de huevo (45 kDa), pepsina (34.7 kDa), tripsinógeno (24 kDa), fA-lactoglobulina (18.4 kDa)
y lisozima (14.3 kDa). Inmediatamente antes de su aplicación en el gel, las muestras se
calentaron a 1000 C durante 2 minutos.
La electroforesis se desarrolló a una corriente constante de 15 mA/gel. Balo estas
condiciones el voltaje aumenta gradualmente. La electroforesis se realiza en una cubeta Mini-
Protean II (Bio-Rad). La fuente de alimentación utilizada fue de BIO-RAD Model 1000/500.
Los geles se revelaron con una solución 0.0125% (P/V) de azul de Coomasie R-250, 50%
(V/V) de metanol y 10% (V/V) de ácido acético durante al menos 12 horas. Tras este
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tratamiento se colocaron en una solución de desteñido 1 que contiene 50% (y/y) de
metanol y 10% (V/V) de ácido acético durante 2 horas. Posteriormente se mantuvieron en
una solución de desteñido II que contiene 5% (V/V) de metanol y 7% (V/V) de ácido
acético durante un tiempo indefinido hasta fotografiarse o secarse.
33.12. SP-B y SP-C
El análisis de la pureza de las proteínas hidrofóbicas aisladas se realizó, al igual que
la SP-A, mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, según el
método de Laemli (Laemli, 1970). El gel concentrante se preparó con una concentración de
4% de acrilamida y el gel separador con una concentración de 18%. Las muestras se
disolvieron en un tampón que contiene glicerol 10%, Tris-CHi 0.0625M, SDS 2.3%, pH 6.8,
en condiciones no reductoras y reductoras (añadiendo B-mercaptoetanol 5% al tampón de
aplicación), se hirvieron a 1000C durante 2 minutos y se aplicaron. La electroforesis se llevó
a cabo a voltaje constante de 60 V para el gel concentrante y de 160 en el gel separador. Las
proteínas se detectaron por el método de tinción de plata descrito por Oakley y colaborado-
res (1980).
3.51. CUANTIFICACION ‘DE LAS PROTEíNAS DEL SURFACTANTE PULMONAR
La cuantificación de las proteínas del surfactante se ha realizado mediante análisis
cuantitativo de aminoácidos. Las muestras se hidrolizaron mediante la adición de 0.2 ml de
HCI azeótropo 5.7 N con fenol 0.1% (P/V). Como patrón interno se utilizó el aminoácido
no proteico nor-leucina. Los tubos se cerraron a vacío y se incubaron a 1 100C durante 24
horas. Transcurrido este tiempo se abrieron, y el HCI se eliminó en un desecador a vacío con
NaOH, y se lavaron dos veces con 0.1 ml de agua destilada. Las muestras se secaron a vacío
en una centrífuga Speed Vac Concentrator (Savant Ynd NY, EEUU). El análisis se realizó
de manera automática en un analizador de aminoácidos Beckman System 6300 High
Performance. Para la SP-A de pulmón de cerdo la cantidad de proteína se calculó a partir
de la secuencia de aminoácidos de la SP-A humana (White et al., 1985). La estimación de
la cantidad de proteína se ha realizado utilizando los residuos Asx, Thr, Clx, Oly, Ala y yal.
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La cuantificación de las proteínas hidrofóbicas se realizó mediante el mismo análisis
de aminoácidos. Se comprobó que para valorar la cantidad de proteína, la mejor estimación
la proporcionaban los residuos Clx, Ala, Tyr, Phe y Lys para la SP-B; y Asx, Ala, Lys y Arg
para la SP-C.
3.6. ESTUDIOS ESTRUCTURALES Y DE MODIFICACION QUíMICA
DE LA SP-A
3.6.1. ESPECTROS DE FLUORESCENCIA
Todos los estudios de fluorescencia incluidos en esta memoria se han realizado en un
espectrofluorímetro Perkin Eliner MPF-44E trabajando en el modo “ratio”, en condiciones
de uso de un fotomultiplicador de referencia,de forma que operando siempre a un mismo
voltaje (- 750 y), todos los espectros obtenidos para una misma longitud de onda de
excitación son perfectamente comparables entre sí. Se han utilizado cubetas de 0.2 cm de
paso óptico. Las anchuras de rendija utilizadas fueron de 7 y 5 nm para los haces de
excitación y emisión respectivamente. Los espectros se registraron desde 285 a 400 nm, con
una velocidad de barrido de 1 nm/sec. Las muestras se termostatizaron a 20, 37 o 450C
mediante un baño Lauda RM-3.
Los espectros de fluorescencia de la SP-A se registraron a 20 o 370C en 0.3 ml de
tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, a una concentración final de SP-A de 6.7-10 pg/ml. Se
utilizaron como longitudes de onda de excitación 275 nm para registrar el espectro de
fluorescencia total de la proteína, y 295 nm para excitar selectivamente los residuos de
triptófanos. Para analizar la contribución de los residuos de tirosina y triptófano al espectro
total de la SP-A se ha excitado la proteína a 295 nm. El espectro obtenido se normalizó
respecto al registrado excitando a 275 nm, considerando que la emisión de fluorescencia a
longitudes de onda superiores a 380 nm se debe exclusivamente a la emisión de los residuos
de triptófano (Eisinger, 1969). El espectro normalizado es el de la emisión de los residuos
de triptófano de la SP-A. La diferencia entre el espectro registrado excitando a 275 nm y el
espectro normalizado de emisión de los triptófanos corresponde a la contribución de las
tirosinas al espectro total de la SP-A.
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Paralelamente, y en las mismas condiciones, se registró el espectro del tampón
utilizado en cada experimento para obtener el pico Raman del agua. Esta banda se resté de
cada espectro antes de representar los datos.
3.62. ESPECTROS DE DICROíSMO CIRCULAR
Todos los espectros de Dicroísmo Circular incluidos en esta memoria se registraron
en un dicrógrafo lyon Mark III equipado con una lámpara de xenon de 250 W. Las
disoluciones de proteína se analizaron en cubetas de 0.1 cm de paso óptico. Los espectros
se registraron en el ultravioleta lejano (250-200 nm), con una velocidad de barrido de 0.2
nm/segundo. Se acumularon cinco espectrospara promediar el efecto del ruido. Previamente
se procedió al trazado de una línea base colocando en la cubeta del dicrógrafo el mismo
volumen del tampón utilizado para disolver la proteína. Los resultados se expresan en
elipticidad molar por residuo (grados cm2 dm014 considerando para la SP-A 110 como el
peso molecular medio ~or residuo. La concentración de proteína se estimé mediante análisis
de aminoácidos.
L6.3 COMPOSICION DE AMINOACIDOS
El contenido en triptéfano de la SP-A se ha calculado de acuerdo con el método de
Beaven y Holiday (1952). Para ello se preparó una disolución de SP-A en NaOH 0.1 N cuya
absorción a 290 nm estuvo comprendida entre 0.2 y 0.5. Se determiné la absorción de esta
disolución a 294.4 nm. El contenido en triptéfano se calculé a partir de la ecuación:
MIyy/Mt,p = (0.592 A~A - 0.263 Ar) / (0.263 A~so - 0.170 Ay~j
donde M~ y M,~ corresponden a los moles de tirosina y triptófano por mol de proteína que
existen en la SP-A respectivamente. La concentración molar de tirosinas se calculó mediante
hidrólisis ácida en las condiciones descritas en el apartado 3.5.2.
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El contenido de cisteína se determiné como ácido cisteico de acuerdo con el método
de Hirs (1967):
En primer lugar se procedió a la preparación del ácido perfórmico, tomando canti-
dades de agua oxigenada y ácido fórmico al 99% en proporción 1:9. Esta mezcla se
mantuvo a 250C durante 2.5 horas. A continuación se llevé a -10C y se mantuvo
a esa temperatura durante 20 minutos.
Posteriormente, la muestra de SP-A se redisolvió en 200 pl de ácido perfórmico pre-
parado en las condiciones descritas previamente, y se incubé a -10W durante 2.5
horas. El ácido se eliminé a vacío en una centrífuga Speed yac. Las muestras
oxidadas se sometieron a hidrólisis ácida según el método descrito en el apartado
5.2 durante 24 horas. Paralelamente se traté en las mismas condiciones una muestra
de lisozima de clara de huevo, de composición de aminoácidos conocida, para
comprobar la eficacia de la oxidación.
El contenido del resto de los aminoácidos se determiné mediante hidrólisis ácida en
las condiciones descritas previamente. Se realizaron hidrólisis durante peridos de tiempo más
largos, como 48 y 72 horas para determinar el contenido en treonina, serma, valina e
isoleucina.
3.6.4. DESGLICOSILACION DE LA SP-A
La desglicosilación de la SP-A se realizó mediante tratamiento de la proteína con
glicosidasa F de Flavobacterium meningosepticum (Boehringer 913782) a 37W durante 24
horas. La reacción de desglicosilación se llevó a cabo en tampón fosfato 15 mM, pH 7.4, que
contenía 12 mM EDTA, 20 mm n-octil-B-glucopiranósido (OGP), fluoruro de fenilmetanosul-
fonio (PMFS) 1.5 mM, azida sódica (0.02%, P/V) y 45 unidades de enzima/mg de SP-A. En
todos los experimentos se incluyeron blancos que contenían SP-A y el resto de componentes
de la mezcla de incubación, a excepción de la enzima. Finalizada la incubación, el detergente
(OCP), EDTA y otros componentes de bajo peso molecular se eliminaron mediante diálisis
de la mezcla de reacción frente a tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, durante 48 horas a 40C.
La eficacia de la reacción de desglicosilación se controlé mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS, de acuerdo con las condiciones descritas previamente.
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3.7. CAMBIOS ESTRUCTURALES INDUCIDOS POR CALCIO,
FUERZA TONICA Y PH ACIDo
3.71. ESTUDIOS DE AUTOAGREGACION DEPENDIENTE DE CALCIO, FUERZA
IONICA O PH ACIDO
3.1.11. Cinética
La autoasociación de la SP-A se ha ensayado midiendo absorbancia a 360 nm en un
espectrofotémetro Beckman DU-8 equipado con un portacubetas termostatizado. Los ensayos
se realizaron a 370 C. Se utilizaron cubetas de 1 cm de paso óptico. El experimento se inició
adicionando a las cubetas de muestra y referencia 0.3 ml del tampón utilizado. Después de
10 minutos, se añadió la SP-A en la cubeta de muestra. En la cubeta de referencia se añadió
el mismo volumen de tampón Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, en el que está disuelta la SP-A. La
concentración de la SP-A fue de 43 pg/ml o superior. La absorbancia se midió durante 10
minutos con intervalos entre lecturas de 1 minuto. La autoagregación de la proteína comenzó
tras la adición de una alícuota de una solución stock de CaCI, en las cubetas de muestra y
referencia para conseguir una concentración en el medio 5 mM. El incremento de
absorbancia se midió durante otro periodo de 10 minutos. Finalmente la agregación se
revirtió adicionando una alícuota de una solución concentrada de EDTA para conseguir una
concentración 10 mM.
3.7.12. TItulación con calcio
Los experimentos se han realizado en las mismas condiciones descritas en el apartado
anterior, pero tras la adición de la SP-A, y transcurridos 10 minutos, se adicionaron sucesivas
alícuotas de una solución concentrada de CaCI, con intervalos de tiempo entre adiciones
sucesivas de 7 minutos.
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3.72. ESTUDIOS ESPECTROSCOPICOS
3.72.1. Espectros de fluorescencia
El estudio del efecto de la presencia y ausencia de calcio, pH ácido y fuerza iónica
en el espectro de fluorescencia de la SP-A se ha llevado a cabo a 20W en las mismas
condiciones descritas en el apartado 3.6.1. y disolviendo la SP-A en los siguientes tampones:
- Tris-HCI 5 mM, pH 7.4
- Tris-HCL 5 mM, EDTA lmM, pH 7.4
- Tris-HCI 5 mM, CaCl2 5mM, pH 7.4
- Tris-HCI 5 mM, NaCí 150 mM, pH 7.4
- Tris-HCl 25 mM, Acetato sódico 25 mM, pH 4.5
La longitud de onda de excitación utilizada fue 295 nm para excitar selectivamente
los residuos de triptófano.
3.7.21.1. Variación de la intensidad de fluorescencia en función de la concentración de calcio
o cloruro sádico
Los ensayos de titulación con calcio o cloruro sódico se realizaron a 20
0C a una
longitud de onda de excitación de 275 nm. La SP-A se disolvió en 0.3 ml de tampón Tris-
HCI 5 mM, pH 7.4 (concentración final 10~g/ml). Después de 10 minutos a 200C, se
adicionaron sucesivas alícuotas de una solución concentrada de CaCI, 0.3 M o de NaCí 2M
preparadas en el mismo tampón, El intervalo de tiempo entre la adición de las sucesivas
alícuotas de calcio o de NaCí fue de 3 minutos. Paralelamente se realizaron experimentos
control, adicionando a la proteína los mismos volúmenes de agua destilada, para corregir la
disminución de intensidad de fluorescencia provocada por la dilución
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3.7.21.2 Apagwniento de la fluorescencia intriñseca de la SP-A por acritamida
Se registraron en las mismas condiciones experimentales descritas en el apartado
3.6.1, pero utilizando como longitud de onda de excitación 295 nm para excitar selectivamen-
te los residuos de triptófano y para reducir la absorbancia de la acrilamida. Los espectros de
fluorescencia se registraron antes y después de añadir alícuotas sucesivas de una disolución
concentrada de acrilamida en agua destilada (2M o SM). Paralelamente se registraron
espectros en las mismas condiciones añadiendo alícuotas de agua destilada para obtener la
variación de intensidad de fluorescencia debida a dilución. La dispersión provocada por la
adición de las alícuotas de acrilamida se corrigió añadiendo alícuotas semejantes de este
agente a 0.3 ml de tampón 5mM Tris-CIH, pH 7.4. La absorbancia de las muestras a 29S nm
y 330 nm se midió a 200C en un espectrofotómetro Beckman DU-8 equipado con un
portacubetas termostatizado. El efecto de filtro interno se corrigió de acuerdo con la
expresión F, = x ~ (Lakowicz, 1983) donde F, y F~ son las intensidades de
emisión de fluorescencia corregida y medida directamente, respectivamente. Aem y Aex son
la absorbancia de la muestra a las longitudes de onda de emisión y excitación, 330 y 295 nm,
respectivamente.
Los resultados se analizaron de acuerdo con la ecuación de Stern-yolmer para el
apagamiento colisional (Eftink y Ohiron 1981):
F
0/F= 1+K,~[Q]
donde F0 y F son las intensidades de emisión de fluorescencia medidas en ausencia y
presencia de acrilamida respectivamente, O es la concentración de acrilamida existente en
el medio, y K~ es la constante de Stern-yolmer que da cuenta de la mayor o menor
accesibilidad de los residuos fluorescentes al agente de “quenching”. Representando FO/F
frente a la concentración de acrilamida se obtuvo l<,~ a partir de la pendiente de la recta
obtenida.
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3.1.22. Espectros de Dicroísmo Cfrcular
Se han realizado de acuerdo con las condiciones descritas en el apartado 3.6.2.. Para
estudiar la influencia delcalcio en concentraciones micromolares se compararon los espectros
de dicroísmo circular de la SP-A en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, en presencia o ausencia
de EDTA 1 mM. Para estudiar la influencia del calcio en concentraciones miimolares o de
la fuerza iónica sobre el espectro de dicroísmo circular de la SP-A se registraron los
espectros de la proteína en tampón Tris-HCI SmM, pH 7.4. A continuación se añadieron
alícuotas de una solución de CaCI, 0.075 M o de una solución de NaCí 2M en Tris-HCI
SmM, pH 7.4. Se registraron lbs espectros de la SP-A después de cada adición. Igualmente
se trazaron líneas base a las que se añadieron alícuotas semejantes de CaCI, y NaCí.
Después de realizado el experimento se tomaron alícuotas para valoración de proteínas
mediante análisis de aminoácidos antes y después de centrifugar a 3000 r.p.m. en una
centrífuga Wifug para descartar la posible precipitación de la proteína debida a agregación.
Para analizar el efecto del pH ácido sobre el espectro de dicroísmo circular de la SP-
A se registré el espectro de la proteína en tampón Tris-HCI 25 mM, Acetato sódico 25 mM,
pH 4.5. Una vez trazado el espectro se añadió 3 pl de una solución de NaOH 0.1 N para
cambiar el pH de ácido a neutro, registrándose a continuación el espectro de la SP-A
después del cambio de pH.
3.7.3. SUSCEPTIBILIDAD A LA HIDROLISIS POR TRIPSINA
Los ensayos de digestión de la SP-A con tripsina se realizaron incubando 5 pg de SP-
A con 750 ng de tripsina en un volumen final de 14 pl de tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4
en ausencia o presencia de a) EDTA 1 mM, b) CaCI, 5 mM, c) NaCí 150 mM.
Las mezclas se incubaron a 370C durante 6 horas. La reacción se detuvo por la
adición de tampón Tris-CIH 0.125 M, 20% glicerol (P/y), 4% SDS (P/y), pH 6.8. Las
muestras se calentaron a 1000 C durante 2 minutos, y se analizaron mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida de acuerdo con las condiciones descritas previamente.
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3.8. ESTUDIOS DEL EFECTO DE LOS LíPIDOS SOBRE LA ESTRUC-
TURA DE LA SP-A
3±1.PREPARACION DE VESíCULAS FOSFOLIPIDICAS
Las vesículas de fosfolípidos se prepararon tomando la cantidad necesaria de cada
fosfolípido disuelto en cloroformo: metanol, 2:1 (y/y). Posteriormente se evaporo
completamente el disolvente bajo atmósfera de nitrógeno, y los tubos se mantuvieron a vacio
toda la noche en un desecador, con el fin de asegurar la total ausencia de trazas de solvente
orgánico. Las diferentes vesículas fosfolipídicas se prepararon a una concentración de 1 o
3 mg/ml mediante hidratación de la película de fosfolípidos en tampón Tris-HCI 5 mM, pH
7.4, que contenía NaCí 150 mM durante 1 hora a una temperatura superior a la temperatura
de transición de fase del fosfolípido correspondiente. Las dispersiones resultantes se
sonicaron a 240 W mediante 10 pulsos de 30 segundos, con intervalos de 15 segundos entre
los pulsos, en un sonicador MSE Sonic Power Instruments provisto de una sonda de titanio
de 15cm de longitud y 2 mm de diámetro mínimo. La temperatura de sonicación fue de 40C
para PC, LPC y PC y de 450C para DPPC, DPPG, DPPC/DPPC y DPPC/PG, y de 37W
para DMPG. La solución obtenida se centrifugó en una microfuga Hetich durante 10
minutos, tomando el sobrenadante para la realización de los ensayos. Se tomaron alícuotas
antes y después de centrifugar para valorar la concentración de fosfolipidos de acuerdo con
el método de Rouser (1966) descrito previamente. Las vesículas se prepararon inmediata-
mente antes del inicio del experimento, y se mantuvieron posteriormente a la temperatura
en la que se realizaron los ensayos.
El tamaño de las vesículas utilizadas se analizó mediante “quasielastic light scattering”
(QEL), de acuerdo con el método de Koppel (1972). Las medidas se realizaron en un
Autosizer lic Photon Correlation Spectrometer (Malvern Instruments, Q.B.) usando un láser
de helio-neón como fuente de luz incidente (1= 632.8 nm), y operando a 5 mW. El diámetro
de las vesículas fue de 160-200 nm, con un índice de polidispersidad de 0.2. Las vesículas
fueron estables a lo largo del desarrollo de los experimentos.
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3.82. ESTUDIOS ESPECTROSCOPICOS
3.82.1. ExperImentos de variación de la fluorescencia Intrínseca de la SP-A en presencia de
cantidades crecientes de vesículas fosfolipídicas.
La interacción de la SP-A con fosfolípidos se ha estudiado midiendo los cambios en
el espectro de emisión de fluorescencia total de la SP-A después de la adición de diferentes
tipos de vesículas de fosfolípidos o de micelas de LPC.
La proteína se adicioné a la cubeta del espectofotómetro que contenía tampón Tris-
HCI 5 mM, pH 7.4, en presencia o ausencia de NaCí 150 mM (concentración final 10 pg/ml)
y se mantuvo a 370 C durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo se registré el espectro
de emisión de la proteína (X= 275 nm). Posteriormente se inició el experimento de
titulación mediante la adición de sucesivas alícuotas de una solución concentrada de vesículas
(1 o 3 mg/mi) a la solución de proteína en la cubeta. Las lecturas de intensidad de
fluorescencia se corrigieron para descartar el efecto de: i) La dilución ocasionada por la
adición de las vesículas. Para ello se añadió a otra muestra de SP-A 10 pg/ml alícuotas de
tampón Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, que contenía NaCí 150 mM, el tampón utilizado para
hidratar las vesículas. u) El efecto de “scattering” provocado por los lípidos. Para ello se
añadieron alícuotas de la solución de vesículas a una muestra sin SP-A del tampón utilizado
en el experimento. iii) El efecto de filtro interno. Esta corrección se realizó de acuerdo con
la expresión F, = F1» x 10<Aem*AcO/2 (Lakowicz, 1983), donde F~ es la intensidad de fluorescen-
cia corregida, Fm es la intensidad de fluorescencia medida después de la corrección del
“scattering”, y Acm y Aex son las medidas de absorbancia de las soluciones a las longitudes
de onda de emisión y excitación, 330 y 275 nm, respectivamente. La absorbancia de las
muestras se midió durante el desarrollo de los experimentos de titulación, tras la adición
de cada alícuota de fosfolípidos, en un espectrofotómetro Beckman DU-8. En todos los
experimentos la absorbancia de las muestras fue inferior a 0.1.
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3.822. Experimentos de apagamiento de la fluorescencia intrínseca de la SP-A por
acrilamida en presencia de vesículas de fosrolípidos
Los experimentos se han realizado de acuerdo con el método descrito en el apartado
3.7.2.1.2. Los lípidos se añadieron a la solución que contiene SP-A para conseguir una
relación en peso lípido/ SP-A 4:1, que equivale a una relación molar 200:1, considerando el
peso molecular del monómero de SP-A. El tampón utilizado para disolver la SP-A fue Tris-
HCI 5 mM, NaCí 150 mM, pH 7.4, y la temperatura de realización de los experimentos fue
de 370C. Los resultados se corrigieron para eliminar:
1) dilución de la SP-A
2) “scattering” de la solución de fosfolípidos
3) efecto de filtro interno
3.82.3. Espectros de Dicroísmo Circular
Los experimentos se han realizado de acuerdo con las condiciones experimentales
descritasen el apartado 3.6.2. Una vez registrado el espectro de dicroísmo circular de la SP-A
en tampón Tris-MCI 5 mM, NaCí 150 mM, pH 7.4, se añadieron sucesivas alícuotas de una
solución de LPC o DPPC/DPPC (7:3, en peso) 3 mg/mi. Asimismo, se trazaron líneas base
a las que se añadieron idénticas alícuotas de la solución de fosfolípidos.
3.9. ENSAYOS DE ACTWIDAD: ESTUDIO DE LA AGREGACION DE
VESíCULAS LIPIDICAS INDUCIDA POR LA SP-A
3.9.1. ESTUDIOS CINETICOS
Los estudios de agregación de vesículas de fosfolipidos inducidos por la SP-A se han
realizado midiendo la cinética de la variación de la absorbancia a 400 nm en un espectrofo-
témetro Beckman DU-8 equipado con un portacubetas termostatizado. El paso óptico de las
cubetas utilizadas fue de 1 cm. La temperatura de realización de los experimentos file de
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370 C. Estos experimentos se han realizado con vesículas de distinta composición fosfolipídi-
ca, a diferentes ralaciones molares lípido:proteína, a diferentes fuerzas iónicas, diferentes
pHs y en presencia y ausencia de EDTA. El volumen total de la disolución fue de 300 pl.
3.92. REQUERIMIENTO DE CALCIO
Los experimentos se realizaron en las mismas condiciones descritas para los estudios
cinéticos. El ensayo se inició con la adición de las vesículas (21 pg de fosfolípidos) en las
cubetas de muestra y referencia en tampón Tris-HCI 5 mM, NaCí 150 mM, pH 7.4. Después
de 10 minutos a 37W, se añadió la SP-A (1.5 pg). Una vez estabilizada la señal de
absorbancia a 400 nm, se añadieron sucesivas alícuotas de una solución stock de CaCI,, con
un intervalo de tiempo de 7 minutos entre cada adición.
3.9.3. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA
El estudio de la influencia de la temperatura sobre la agregación de vesículas lipídicas
inducido por la SP-A se ha llevado a cabo mediante dos tipos diferentes de aproximaciones
experimentales:
Variación c4iscontinua de la temperatura.
Se ha realizado en un espectrofotómeto Beckman DU-8 de acuerdo con las
condiciones experimentalesdescritas previamente, realizando experimentos a distintas
temperaturas (10, 20, 30, 40, 45, 500 C), inferiores y superiores a las temperaturas de
transición de fase de las distintas vesículas utilizadas, DMPC, DPPC y DPPC/DPPC
(7:3, en peso). Se controlé la estabilidad térmica de la proteína a 45 o 500C.
Variación continua de la temperatura.
Se ha realizado en un espectrofotómetro GBC 918 equipado con un accesorio peltier
para la termostatización de las cubetas.Se utilizaron cubetas de 1 cm de paso óptico
y se realizaron experimentos en presencia y ausencia de SP-A. La concentración de
fosfolípidos y la relación lípido/proteína utilizada fue la misma que en los experimen-
tos anteriores. El volumen total de la disolución fue de 1.2 ml. El ensayo se r~alizó
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en ausencia de calcio miimolar. La temperatura se fue variando de manera continua
con una velocidad de barrido de 0.5W por minuto. Se realizaron experimentos
calentando las muestras desde 20W hasta 500C y volviéndolas a enfriar y viceversa.
3.94. ESTUDIO DEL EFECTO DE LAS PROTEINAS HIDROFOBICAS SP-B Y SP-C
SOBRE LA ACITIVIDAD DE AGREGACION DE LíPIDOS DE LA SP-A
Reconstitución de SP-B y SP-C en vesículas de fosfolípidos.
Típicamente, 35 pg de SP-B o SP-C disueltas en cloroformo/ metanol 2:1 (y/y) se
adicionaron a 350 pg de vesículas de DPPC o DPPC/DPPC (7:3, en peso), disueltas
en el mismo disolvente. Las muestras se sometieron a corriente de nitrógeno y
posterior secado a vacío en un desecador toda la noche para eliminar el disolvente.
Posteriormente se añadió tampón Tris-HCI 50 mM, NaCí 100 mM, pH 7.4, hasta
conseguir una concentración de 0.5 mg de fosfolípido/ml. Las muestras se hidrataron
a 45W durante 1 hora y se sonicaron a la misma temperatura mediante 3 pulsos de
120 watios y uno de 240 watios de 30 segundos con intervalos entre ellos de 15
segundos en un sonicador MSE Power Instruments. Para controlar la cantidad de
proteína resuspendida, las muestras se centrifugaron durante 10 minutos en una
microfuga Beckman. Tras la centrifugación el contenido del tubo se trasvasé a otro
tubo y el solvente se evaporé en una centrífuga UNIVAP. El contenido de cada tubo
se analizó mediante electroforesis en presencia de SDS, tinción de plata y densitome-
trado. Por otra parte, la proteína remanente en el fondo de los tubos, que se sometió
a centrifugación, se analizó de la misma manera. Los valores relativos se obtuvieron
comparando cada banda de electroforesis con una muestra de proteína no sometida
al tratamiento con lípidos que se corrió en cada gel. El resultado de este análisis
puso de manifiesto que se requiere una relación proteína/Lípido en peso mínima de
1:5 para la solubiización de dichas proteínas en lípidos.
Ensayos de agregación lipídica.
Se desarrollaron a 37W de la siguiente manera: Las vesículas de fosfolípidos (30 ~ig),
con o sin SP-B o SP-C, se añadieron a las cubetas de muestra y referencia en un
volumen total de 300 pl de tampón Tris-HCI 50 mM, 100 mM NaCí, pH 7.4. Después
de 10 minutos a 370 C se añadieron 3 pg de SP-A a la cubeta de muestra y se midió
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el cambio de absorbancia a 400 nm durante 10 minutos, con intervalos entre las
sucesivas lecturas de absorbancia de 1 minuto. Posteriormente se añadió calcio
(concentración final en el ensayo de 1 mM) en las cubetas de muestra y referencia,
midiéndose el cambio en los valores de absorbancia a 400 nm durante 10 minutos.
El EDTA se usó para prevenir (1 mM) o revertir (5 mM) la agregación de vesículas
inducida por la SP-A.
RESULTADOS Y DISCUSION
RESULTADOS Y DISCUSION 91
4.1. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LA SP-A
4.1.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS
La SP-A es la proteína mayoritaria en peso en el surfactante pulmonar. Se la
atribuyen funciones fundamentales para la organización estructural y el ciclo biológico del
complejo lipoproteico. También parece estar implicada en la defensa alveolar frente a
agentes patógenos. Se han realizado numerosos estudios con SP-A de diferentes especies de
mamíferos (humana, canina, de rata, de conejo), así como con SP-A recombinante, obtenida
tras donar el gen de la SP-A humana y expresarla en un sistema celular ‘in vitro”. Estas
proteínas se han caracterizado con respecto a su composición de aminoácidos, migración
electroforética, punto isoeléctrico y estructura secundaria (Benson et al., 1985; White et al.,
1985; Sano et al., 1987 c; Boggaram et al., 1988; Haagsman et al., 1989). Sin embargo, no
existen estudios semejantes realizados con SP-A de cerdo. Por tanto, un primer paso antes
de abordar los estudios de InteraccIón de la SP-A de cerdo con los fosfolípidos, fue
caracterizar estructuralmente la SP-A de cerdo, comparando sus características con las SP-
As de diferentes especies descritas en la literatura.
4.12. COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA SP-A
En la tabla II aparece la composición de aminoácidos de la SP-A de cerdo, y de la
SP-A humana, procedente de lavados broncoalveolares de pacientes de proteinosis alveolar.
La composición de ambas es muy semejante, así como a la obtenida a partir de la secuencia
genómica de la SP-A humana (White et al., 1985). La SP-A presenta un alto contenido en
glicocola, atribuible al dominio colagénico de la SP-A, caracterizado por la repetición de la
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Tabla II: COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA SP-A
AMINOACIDO PORCINA HUMANA HUMANA’
Asx 20
11
Ser 11
Clx 26
Cly 36
Ala 12
Val 10
Met 6
ile 10
Leu 14
Tyr 8
Phe 6
His 5
Lys 7
Mg 13
Trp 2 2 2
Cys 7 7 7
Pro n.d. n.d. 25
Composición obtenida a a partir de la secuencia genómica humana (White et al., 1985).
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secuencia Cly-X-Y. Nuestros resultados muestran que la SP-A de cerdo contiene sólo dos
triptófanos, al igual que las procedentes de perro (Benson et al., 1985), rata (Sano et al., 1987
c), conejo (Boggaram et al., 1988) y humana (White et al., 1985). No se conoce la estructura
primaria de la SP-A de cerdo, pero sí la de otras especies, obtenidas a partir de sus
correspondientes secuencias genómicas. La posición de los triptófanos está conservada en
todas las especies estudiadas. Los triptófanos se encuentran en el dominio C-terminal de la
proteína. Existen 7 tirosinas en la SP-A de cerdo. De igual manera que los triptófanos, se
encuentran en el dominio C-terminal. que la humana, tiene 7 cisteinas, a diferencia de la de
rata (Sano et al 1987 c) y de perro (Benson et al., 1985). El número de aminoácidos ácidos
es mayor que el de básicos, por lo que la SP-A tiene una carga neta negativa al pH
fisiológico.
4.1.3. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE SDS
La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y en condiciones
reductoras de la SP-A de cerdo (Figura 18) muestra una banda principal, muy ancha, entre
34 y 44 kDa y una banda menor centrada a 30 kDa al igual que la SP-A purificada de otras
especies. La banda de 30 kDa corresponde a la proteína desglicosilada, ya que tras el
tratamiento de la SP-A con N-endoglicosidasa F toda la proteína migra en la banda de menor
masa molecular (Figura 18). El hecho de que la proteína glicosilada muestre una masa
molecular entre 34 y 44 kDa se debe probablemente al distinto grado de glicosilación que
presenta la SP-A.
Las muestras de SP-A humana que nos suministraron los profesoresHaagsman y Van
Golde habían sido caracterizadas previamente en Holanda en cuanto a su movilidad
electroforética. Los resultados obtenidos son semejantes a los publicados por el mismo grupo
(Haagsman et al., 1991) y por otros autores para la SP-A obtenida de pacientes de
proteinosis alveolar (Voss et al., 1992).
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de triptófano de la proteína. La diferencia entre el espectro registrado excitando a 275 nm
y el espectro de emisión de los residuos de triptéfano corresponde a la contribución de las
tirosinas al espectro total de la SP-A, y aparece señalado en la figura como Y. El máximo
de emisión de las tirosinas de la SP-A aparece a 305 nm.
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FIGURA 19. Espectros de emisión de fluorescencia de la SP-A porcina (A) y humana (B).
Las representaciones de trazo continuo son los espectros de fluorescencia total de la SP-A obtenidos al
excitar a 275 nm. Las representaciones de trazo discontinuo son las contribuciones de los triptófanos (W)
y las tirosinas de la SP-A (Y) al espectro total. La intensidad de emisión de fluorescencia (F) se cxprcsa
en unidades arbitrarias.
La fluorescencia de la SP-A se debe principalmente a los triptófanos. Presenta dos
máximos a 326 y 337 nm, lo que indica heterogeneidad en la emisión de fluorescencia de
estos fluoróforos. Los máximos de emisión a 326 y 337 nm se encuentran desplazados hacia
el azul con respecto al del triptófano libre (350 nm), lo que indica que los residuos de
triptófano de la SP-A se encuentran poco expuestos al solvente acuoso, estando parcialmente
enterrados en la matriz proteica. Las dos poblaciones de triptófanos detectadas mediante
espectroscopia de fluorescencia podrían corresponder a los dos residuos de triptófanos
existentes en la proteína. Cuando la SP-A se desnaturaliza en cloruro de guanidinio 6M la
emisión de fluorescencia de los residuos de triptófano decrece y la posición del máximo de
A
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emisión se desplaza a 350 nm, indicando que, bajo estas condiciones, los residuos de
triptófano se encuentran expuestos al solvente.
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FIGURA 20. Espectros de dicroísmo circular de la SP-A porcina (A) y humana (B) a baja
fuerza ¡única.
4X5. ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR EN EL ULTRAVIOLETA LEJANO
La estructura secundaria de la SP-A en solución se ha estudiado mediante dicroísmo
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circular. En la Figura 20 aparecen los espectros de dicroísmo circular en el ultravioleta lejano
RESULTADOS Y DISCUSION 97
de la SP-A de cerdo y humana. Ambos espectros se caracterizan por un extremo negativo a
205 nm y un hombro a 220 nm. Son semejantes en forma y magnitud a los espectros de
dicroísmo circular publicados para la SP-A de perro, humana y recombinante (Voss et al.,
1988; Haagsman et al., 1989). También son semejantes a los descritos para el factor de
complemento Clq (Brodsky-Doyle et al., 1976), otra proteína colagénica que se ensambla de
la misma manera que la SP-A.
4.L6. SUMARIO
La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y en condiciones
reductoras de la SP-A de cerdo muestra una banda principal entre 34 y 44 ICDA y una banda
menor, centrada a 30 kDa, que corresponden a la proteína glicosilada y desglicosilada,
respectivamente.
La composición de aminoácidos de la SP-A de cerdo es similar a la descrita para SP-
As de otras especies. Destaca el elevado contenido en glicocola, la presencia de dos residuos
de triptófano, siete residuos de tirosina, siete cisteínas, y un mayor número de aminoácidos
ácidos que básicos, por lo que la SP-A tiene carga neta negativa al pH fisiológico.
El espectro de fluorescencia intrínseca de la SP-A de cerdo y humana procedente de
pacientes de proteinosis alveolar, muestra dos máximos de emisión, tanto excitando a 275
como a 295 nm, centrados a 326 y 337 nm, lo que indica heterogeneidad en la emisión de los
dos triptófanos de la SP-A. La emisión de fluorescencia a esas longitudes de onda revela que
los triptófanos de la SP-A se encuentran parcialmente enterrados en la matriz proteica.
El espectro de dicroísmo circular de la SP-A de cerdoy humana muestran un extremo
de elipticidad negativa a 205 nm y un hombro a 220 nm. Es semejante en forma y magnitud
al espectro obtenido para SP-A de otras especies y al del factor de complemento Clq.
RESULTADOS Y DISCUSION 98
4.2. EFECTO DEL MEDIO IONICO EN LA ESTRUCTURA DE LA SP-A
42.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS
La SP-A es una proteína que une calcio (Haagsman et al., 1990). Muchas de sus
propiedades son dependientes de la unión de calcio, como por ejemplo a) la unión de
carbohidratos (Haagsman et al., 1987), b) la agregación de vesículas fosfolipídicas (Hawgood
et al., 1985; Efrati et al., 1987; Haagsman et al., 1990), c) la formación “in vitro” de la mielina
tubular, que depende de la presencia de SP-A, SP-B, fosfolípidos ácidos y calcio (Suzuki et
al., 1989; Wilhiams et al., 1991; Poulain et al., 1992), d) la adsorción de fosfolípidos a la
interfase aire-líquidoen presencia de las proteínas hidrofóbicas SP-B y SP-C (Kingy McBeth,
1981; Hawgood et al., 1985) y e) la regulación de la secreción (Dobbs et al., 1987; Rice et
al., 1987) o de la recaptura del surfactante desde el alveolo (Wright et al., 1987). Por otra
parte, la SP-A purificada de lavados broncoalveolares humanos o caninos, en ausencia de
lípidos, no se solubiliza en suero fisiológico (NaCí 0.15 M) a temperatura ambienté, pero se
solubiliza fácilmente en tampones de baja fuerza iónica (Haagssman et al., 1987).
El prImer objetivo planteado en este apanado ha sido estudiar el erecto del calcio y
de la fueza ¡única sobre la estructura de la SP-A de cerdo. Para ello se han utilizado distintas
técnicas experimentales: espectroscopia de fluorescencia y de absorción, dicroísmo circular
y ensayos de susceptibilidad a la hidrólisis por tripsina.
El segundo objetivo planteado ha sido estudiar el efecto del pH ácido sobre la
estructura de la SP-A, utilizando las mismas aproximaciones experimentales. Si tenemos en
cuenta que el surfactante pulmonar se almacena en los neumocitos tipo II, en vesículas de
secreción especiales, denominadas cuerpos lamelares, que poseen un pH ácido, sería
interesante conocer si en estas condiciones la proteína sufre algún cambio estructural.
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42.2. AUTOAGREGACION DE LA SP-A DEPENDIENTEDECALCIO O DEL INCREMEN-
TO DE LA FUERZA IONICA
Los primeros estudios realizados se han centrado en caracterizar el proceso de
autoagregación de la proteína en presencia de calcio o NaCí, recientemente publicado por
Haagsman et al. (1990). El primer aspecto abordado ha sido el estudio del requerimiento de
calcio para el proceso de autoagregación de la SP-A de cerdo. En la Figura 21 se representa
la autoagregación de la SP-A en función de la concentración de calcio, a baja fuerza jónica
y pH neutro.
No existe autoagregación detectable por espectroscopia de absorción a concentracio-
nes de calcio inferiores a 0.5 mM. La máxima autoagregación se produce en presencia de
calcio 8 mM. La concentración de calcio a la que se produce la mitad de la autoagregación
máxima de la SP-A es 2.5 mM. Este valor es ligeramente superior a la concentración de
calcio en el alveolo (1.5 mM) (Nielson y Lewis, 1988). La concentración mínima de calcio
para que se produzca la autoagregación de la SP-A de cerdo es igual al valor de concentra-
ción observado por Haagsman y colaboradores (1990) para la autoagregación de la SP-A de
perro. La dependencia de calcio se pone de manifiesto por la disociación del agregado al
añadir al medio EDTA (Figura 22).
La SP-A también autoagrega en presencia de NaCí 150 mM, sin que se requiera la
adición de calcio (Figura 22). Es interesante constatar que, una vez que se forma el agregado
de SP-A a fuerza iónica fisiológica, la adición de calcio 5 mM al medio no causa ningún
cambio de absorbancia a 360 nm significativo, lo que indica que la extensión del agregado
formado a fuerza iónica fisiológica no parece incrementarse tras la adición de calcio. Por el
contrario, la SP-A a baja fuerza iónica no autoagrega, y tras la adición de calcio 5 mM se
produce un incremento de absorbancia a 360 nm superior al generado por la autoagregación
de la SP-A a fuerza iónica fisiológica. Por tanto, la extensión del agregado formado tras la
adición de calcio en mayor que el generado a fuerza iónica fisiológica (Figura 22).
Sorprendentemente, en ambos casos se produce la total disociación del agregado al añadir
EDTA 1 mM al medio (Figura 22).
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FIGURA 21. Autoagregación de la SP-A de cerdo en función de la
concentración de calcio del medio.
Las alícuotas de CaCI2 se añadieron cada 7 minutos. Se representa el último valor
de absorbancia obtenido para cada concentración de calcio. La proteína (43 pg/ml)
se encuentra en las cubetas de muestra y referencia en tampón Tris-HCI 5 mM, pH
‘7.4 a la concentración de calcio indicada, y en ausencia de NaCí. Los experimentos
se llevaron a cabo a 3TC.
Asimismo, se ha comprobado que la presencia de EDTA 1 mM en el medio de
ensayo previene la autoagregación de la SP-A dependiente de la fuerza iónica (Figura 23).
Se ha analizado, por tanto, la concentración de calcio existente en el agua Mffi-0, utilizada
para la preparación de los tampones mediante espectroscopia de absorción atómica,
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obteniéndose una concentración del orden de 5 pM. Estos resultados indican que, para que
se produzca la autoasociacián de la SP-A dependiente de la fuerza jónica del medio se
requiere calcio a concentraciones micomolares.
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FIGURA 22. Efecto de la fuerza jónica en la autoagregación de la SP-A de
cerdo.
Los experimentos se llevaron a cabo en tampón Tris-HCI 5 mM, pH ‘7.4 en presencia
o ausencia de NaCí 150 mM. (M) indica que el reactivo se añadió únicamente en
la cubeta de muestra. (M,k) indica que se añadió en las cubetas de muestra y
referencia. Las concentraciones de SP-A, calcio y EDIA fueron 50 ~¿g/ml,5 mM y
16 mM, respectivamente. Los experimentos se llevaron a cabo a 3TC.
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FIGURA 23. Efecto del calcio en concentraciones ¡nicromolares sobre la
autoagregación de la SP-A Inducida por la fuerza jónica.
Los experimentos se llevaron a cabo a 3VC en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4 en
presencia de EDTA lmM. (M) indica que los reactivos se añadieron en cubeta de
muestra; (M,R) indica que se añadieron en las cubetas de muestra y referencia. Las
concentraciones de SP-A, calcio y EDTA, añadido para revertir el proceso, fueron
50 pg/ml, 5 mM y 16 o 17mM, respectivamente.
Haagsman et al. (1990) han estudiada la unión directa de ~CaCl2 a la SP-A mediante
equilibrio de diálisis. Sus resultados se ajustan a un modelo basado en la existencia de dos
tipos de sitios de unión: uno de alta afinidad, situado en el dominio de reconocimiento de
carbohidratos, con una constante de disociación de 11 ¡iM’
1 y otro, de baja afinidad, con una
constante de disociación de 0.7 mM” localizado en el dominio colagénico, o al menos
20 100
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dependiente de su presencia. Según estos resultados, podemos pensar que el calcio, a
concentraciones micromolares se uniría al sitio de alta afinidad provocando un cambio
conformacional que permitirla la autoasociación de la SP-A a fuerza iónica fisiológica en
ausencia de lípidos. Es probable que la proteína asociada a lípidos tenga otro comportamien-
to.
Teniendo en cuenta que la SP-A tiene un punto isoeléctrico de 4.6-5.2, y que por
tanto a pH neutro tiene carga negativa, el NaCí podría tener el efecto de neutralizar las
cargas negativas superficiales de la proteína. De esta manera, se eliminarla la repulsión
electrostática y se permitirían interacciones proteina.proteína que conducen a la autoagrega-
ción de la SP-A. Para que esto ocurra, es necesaria la presencia de calcio en el medio en
concentraciones micromolares.
Por otra parte, el mecanismo por el cual el calcio a concentraciones milimolares y a
baja fuerza iónica induce la autoasociación de la proteína podría ser distinto al descrito
anteriormente a concentraciones de calcio micromolares y fuerza jónica fisiológica. La unión
de calcio al sitio de baja afinidad podría generarcambios conformacionales que desencadenen
la autoagregación de la proteína, aunque no puede descartarse que el calcio a concentracione
milimolares tenga un efecto semejante al NaCí (150 mM), neutralizando grupos carboxilo de
la SP-A.
4.2.3. SUSCEPTIBILIDAD A LA HIDROLISIS POR TRJPSINA DE LA FORMA AGREGA-
DA Y NO AGREGADA DE LA SP-A DE CERDO
En la Figura 24 s~ registra la extensión de la digestión tríptica de la SP-A en su
forma agregada (calles d y e) y no agregada (calles b y c). La SP-A en su forma agregada es
mucho más susceptible a la hidrólisis por tripsina que en su forma no agregada. La SP-A se
degrada casi completamente cuando agrega en presencia de Ca2 5 mM a baja fuerza iónica
(Figura 24 d). En contraste,la degradación del agregado de SP-A, generado a fuerza iónica
fisiológica (y en presencia de concentraciones micromolares de calcio), es menos extensiva
(Figura 24 e).
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Los residuos susceptibles de ser atacados por la tripsina se encuentran, en la zona
globular, en las posiciones 95, 117, 137, 159, 201, 216 y 222 en las especies en las que se
conoce su estructura primaria (Sano et al., 1987 e). La región colagénica de la SP-A no sufre
digestión tríptica (King et al., 1989). Por tanto, los resultados obtenidos apoyan la hipótesis
de que la autoasociación de la SP-A, tanto inducida por calcio (5 mM) como por Nací (150
mM) no se producepor interacciones proteína-proteína que impliquen a la zona globular. De
ser así, hubiese sido lógico encontrar una menos susceptibilidad a la hidrólisis por tripsina
en su forma agregada.
Las formas no agregadas de la SP-A (en presencia de EDTA, calle b, o en su ausencia
y por tanto en presencia de Ca24 5 pM, calle c, muestran una mayor resistencia a la hidrólisis
por tripsina. El efecto de la presencia de EDTA se discutirá en el apartado 4.2.5.
4.2.4. REQUERIMIENTO DE LAS CADENAS OLIGOSACARIDAS DE LA SP-A PARA LA
AUTOAGREGACION DE LA SP-A DEPENDIENTE DE CALCIO
Haagsman et al. (1991) han sugerido que podrían existir dos mecanismos distintos de
autoasociación de la SP-A dependiente de calcio: uno lateral, a través de las cadénas de
colágeno, y otro radial, basado en la interacción entre las cadenas hidrocarbonadas de una
molécula de SP-A y el dominio de reconocimiento de carbohidratos de otra molécula de SP-
A. Para comprobar si las propiedades de tipo lectina de la SP-A están implicadas en la
autoasociación de la proteína inducida por calcio, se han realizado estudios de autoagrega-
ción de la SP-A desglicosilada mediante tratamiento con endoglucosidasa F. La eficacia de
la reacción de desgilcosilación se ha seguido mediante electroforesis en geles de poliacrilamí-
da en presencia de SDS (Figura 18). El tratamiento de la SP-A con la enzima conduce a la
desaparición de la banda de mayor masa molecular (3444 kDa).
En la Figura 25 se registra la cinética de autoagregación de la SP-A desglicosilada
y control. Se observa que, antes de la adición de calcio miimolar, se produce un mayor
meremento de absorbancia tras la adición a la cubeta de muestra de SP-A desglicosilada que
tras la adición de SP-A control. En presencia de calcio 5 mM no existe diferencia significativa
en la extensión de la autoagregación de ambas proteínas. En ambos casos, el agregado se
disocia por adición de EDTA 16 mM. Estos resultados indican que las interacciones de tipo
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lectina no parecen estar implicadas en la autoagregación de la proteína, ya que la cinética
de agregación es similar para la proteína control y desgilcosilada. Esta conclusión está
apoyada por los resultados obtenidos en experimentos en los que se ha añadido al medio de
ensayo manano, un polímero de manosa que se une al sitio de unión de carbohidratos de la
SP-A (Haagsman et al., 1991). En la Figura 26 se muestra la cinética de autoagregación de
la SP-A en presencia y ausencia de manano. Tanto la cinética como la extensión de la
agregación son idénticas en presencia y ausencia de manano.
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FIGURA 25. Efecto de la desgl¡cosilación sobre la autoagregacién de la
SP-A inducida por calcio nilliniolar.
Los experimentos se llevaron a cabo a 3VC en tampón Tris-HO 5 mM, pH 7.4.
(M) indica que los reactivos se añadieron en cubeta de muestra; (M,R) indica
que se añadieron en las cubetas de muestra y referencia. Las concentraciones de
SP-A, calcio y EDTA fueron 43 ¡sg/mí, 5 mM y 16 mM, respectivamente. SP-A
control (círculos llenos); SP-A desglicosilada (círculos vacíos).
10 20 30 40 50 60
RESULTADOS Y DISCUSION 107
2+
Ca
(M,R)
‘IP
- SP—A
(M)
1
It»
— Manono
+ Manono
—JI
0 10 20 30
Tiempo
FIGURA 26. Efecto del manano sobre
lnduc¡da por calcio miliniolar.
(minutos)
la autoagregación de la SP-A
Los experimentos se llevaron a cabo a 3~C en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4 en
presencia o ausencia de manano 1% (P/V). (M) indica que los reactivos se
añadieron en las cubetas de muestra; (M,R) indica que se añadieron en las cubetas
de muestra y referencia. Las concentraciones de SP-A y calcio fueron 50 ¡sg/ml y 5
mM, respectivamente.
Nuestros resultados indican claramente que las interacciones de tipo lectina no
parecen intervenir en la autoasociación de la SP-A dependiente de calcio. Si realmente
existiera un mecanismo de autoagregación basado en la interacción entre las cadenas de
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azúcares de una molécula de SP-A y el sitio de unión de carbohidratos de otra molécula de
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SP-A, seria esperable que la extensión de la autoagregación fuese menor para la SP-A
desgilcosilada, o para la SP-A nativa en presencia de manano. Existen otros argumentos que
podrían apoyar la hipót~sis de que la autoagregación de la SP-A, dependiente de calcio, se
produce fundamentalmente a través de la interacción de los dominios colagénicos de la SP-
A, y no a través del dominio globular: 1) El fragmento resistente a colagenasa no autoagrega
en presencia de concentraciones de calcio de 25 mM (Haagsman et al., 1990). 2) La proteína
autoagregada es mucho más susceptible a la hidrólisis por tripsina que la SP-A no
autoagregada (Apartado’ 4.2.3., Figura 23). 3) Los resultados que aparecen en el apartado
4.2.6. de esta memoria muestran que se produce una reducción del extremo negativo a 205
nm del espectro de dicroísmo circular de la SP-A en presencia de calcio miimolar, que
podría estar asociada a cambios en el dominio colagénico de la proteína.
4.23. CAMBIOS ESTRUCTURALES EN LASP-A INDUCIDOSPOR CONCENTRACIONES
MICROMOLARES DE CALCIO
Para determinar éi la unión de calcio a la SP-A induce cambios estructurales en la
proteína se han realizadot estudios de fluorescencia, dicroísmo circular y susceptibilidad a la
hidrólisis por tripsina, en presencia y ausencia de EDTA 1 mM. En ausencia de EDTA, la
concentración de calcio en los tampones es la que existe en el agua Mili-O. Se ha
determinado mediante espectroscopia de absorción atómica que la concentración de Ca2
en el agua Mili-O es del orden de 5 pM. A esta concentración de calcio la SP-A no sufre
autoagregación.
Estudios de fluorescencia intrínseca
La Figura 27 muestra la comparación del espectro de fluorescencia de la SP-A (X=
295) en presencia y ausencia de EDTA 1 mM. Se observa que, en presencia de Ca2~
micromolar se incrementa ‘la intensidad de emisiónde fluorescencia, y se desplaza la longitud
de onda de los máximos de emisión hacia longitudes de onda inferiores. Estos resultados
indican que, como resultado de la unión de calcio a la SP-A se produce un cambio
conformacional a consecuencia del cual los residuos de triptófano se encuentran más
protegidos de grupos polarizables, responsables del apagamiento de la fluorescencia de estos
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fluoróforos. El desplazamiento de los máximos de emisión de 1-2 nm hacia el azul indicaría
que los residuos de triptófano de la SP-A se encontrarían en un microentorno menos polar.
Resultados semejantes se han obtenido para otras proteínas que unen calcio como la
calpactina 1 (Gerke y Weber, 1985; Pigault et al., 1990)
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de cerdo enFIGURA 26. Espectros de emisión de fluorescencia de la SP-A
presencia y ausencIa de EDTA lmM.
Los espectros se han registrado a 200C utilizando una longitud de onda de excitaciónde 295 nm. La SP-A (10 ¡sg/mí) se añadió en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, en
presencia (línea de trazo discontinuo) o ausencia (línea de trazo continuo) de EDTA
lmM.
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El efecto del calcio en concentraciones micromolares sobre la estructura de la SP-A
se ha estudiado tambiéh mediante la técnica de apagamiento de la fluorescencia intrínseca
de la SP-A por acrilamida. La acrilamida es una molécula polar, no cargada. Se ha descrito
en la literatura como ui agente de “quenching” de derivados del grupo indol. En estudios con
distintas proteínas, la acrilamida se ha mostrado capaz de apagar la fluorescencia de
triptófanos localizados tanto en la superficie como en el interior de la proteína. La facilidad
de un triptófano de ser apagado depende sólo de la frecuencia con la que se encuentre con
una molécula de acrilamida (Eftink y Ohiron, 1976). La longitud de onda de excitación
utilizada fue 295 nm, para excitar selectivamente los triptófanos y disminuir la absorbancia
de la solución debida a’ la acrilamida (eX= 4.3 M’ cm4, e~ = 0.24 M’ cm’) (De Kroon et
al., 1990).
La Figura 28 muestra la representación de Stern-Vohner del apagamiento de la
fluorescencia intrínseca1 de la SP-A por acrilamida en presencia y ausencia de EDTA 1 mM.
En presencia de EDTA, los residuos de triptófano de la SP-A son más accesibles al agente
de “quenching”. La con~tante de “quenching” de la SP-A en ausencia de calcio (K~= 4.45 M’)
es, por tanto, mayor qu~ cuando el calcio, a concentraciones micromolares, está presente en
el medio (K,~= 2.35 M’). Estos resultados indican que el calcio, a concentraciones micromola-
res, induce un cambi& conformacional en la SP-A que afecta al microentorno donde se
encuentran los residuos de triptófano haciéndolos menos accesibles a la acrilamida.
Por otra parte, es interesante observar que se obtiene una representación de Stern-
Volmer lineal en el intervalo de concentraciones de acrilamida entre O y 50 mM cuando la
proteína se encuentra en presencia de calcio (5 pM). Por el contrario, en presencia de
EDTA, se observa unadesviación de la linealidad hacia abajo. En el caso de proteínas con
más de un triptófano, cómo es el caso de la SP-A, representaciones de Stern-Volmer lineales
indican que la accesibilidad de los fluoróforos al agente de “quenching” es similar. La
desviación de la linealidad hacia abajo indicaría que los fluoróforos difieren en su
accesibilidad al agente ‘de “quenching” (Eftink y Ohiron, 1976; Somogyi y Lakos, 1993). La
forma distinta de la representación de Stern-Volmer indica que la unión de Ca2 a la
proteína, en el sitio de alta afinidad, provoca un cambio conformacional en la SP-A que
afecta a la región donde se encuentran los triptófanos.
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FIGURA 28. Representación de Stern-Volnier del apagamiento de la
fluorescencia Intrínseca de la SP-A de cerdo por acrilamida en
presencia y ausencia de EDTA 1 mM.
Los experimentos se realizaron a 200C en tampón Tris.HCI 5 mM, pl-I 7.4, enpresencia o aúsencia de EDTA 1 mM. La longitud de onda de excitación fue 295
nm. La concentración de SP-A utilizada fue 6.67 ¡sg/ml. F
0 y F son las
intensidades de emisión de fluorescencia a 330 nm en ausencia y presencia de
acrilamida respectivamente.
Estudios de dicroísmo circular
En la Figura ~9 se representa el espectro de dicroísmo circular de la SP-A en
0 10
presencia y ausencia de EDTA 1 mM. No se observan variacionessignificativas en el espectro
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de dicroísmo circular de la SP-A de cerdo, tras la adición de EDTA al medio, en el rango
de longitudes de onda e~tudiado.
Mediante estudios de dicroísmo circular, no se puede concluir que se produzcancam-
bios en la estructura secóndaria de la proteína como consecuencia de la unión de Ca2~ al sitio
de alta afinidad.
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FIGURA 29. Espectros de dicroísmo cfrcular de la SP-A de
cerdo en presencia de EDTA 1 mM.
La SP-A (0.1 mg/mi) se añadió en tampón Tris-HCI 5 mM, pH
7.4, en presencia o ausencia de EDTA lmM.
o +EDTA
• —EDTA
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presencia como en ausencia de EDTA, la proteína desglicosilada se hidroliza totalmente por
tripsina.
4.2.6. CAMBIOS ESTRUCTURALES PRODUCIDOSEN LASP-A COMO CONSECUENCIA
DE LA AUTOAGREGACION DE LA PROTEíNA
4.2.6.1. Efecto de concentraciones ¡nillinolares de calcio
La Figura 31 muestra los espectros de emisión de fluorescencia de la SP-A (X 295
nm) en presencia y ausencia de Ca2 5mM. En presencia de calcio 5 mM se produce una
disminución de la intensidad de emisión de fluorescencia de la SP-A, lo que indica que los
residuos de triptófano de la SP-A en su forma agregada se encuentran menos protegidos de
gupos polarizables de la propia proteína (-SH, -NP!
2 y -S-S-) o del solvente, responsables del
apagamiento de la fluorescencia del triptófano. La longitud de onda de los máximos de
emisión no varía, lo qué indica que no se producen cambios en la polaridad del entorno en
el que se encuentran los residuos de triptófano de la SP-A en su forma agregada.
En la Figura 32 se registra la variación de la intensidad de emisión de fluorescencia
de la SP-A en función de la concentración de Ca
2~, en presencia y ausencia de NaCí 150
mM.
La intensidad de emisión de fluorescencia de la SP-A en ausencia de Nací comienza
a disminuir a concentraciones de calcio superiores a 0.5 mM, estabiizéndose a concentracio-
nes superiores a 5 mM. La disminución de la intensidad de emisión de fluorescencia de la
SP.A en función de la concentración de calcio sigue un patrón similar al aumento del estado
de agregación de la SP-A dependiente de la concentración de calcio en medios de baja fuerza
iónica (Apartado 4.2.2. Figura 22). Estos resultados indican que, al producirse el agregado
cambia la conformación de la SP-A, y ese cambio afecta al microentorno donde se
encuentran los triptófanos.
En la Figura 31 también se observa que cuando la SP-A se encuentra en presencia
de NaCí 150 mM, la adiéión de calcio no afecta a la intensidad de emisión de fluorescencia
de la proteína en el rango de concentraciones estudiado. La SP-A autoagrega en medios que
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FIGURA 31. ~spectms de emisión de fluorescencia de la SP-A en
presencia de calcio 5 mM.
Los experimentos se llevaron a cabo a 200C en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4 enpresencia (línea ¿le trazo discontinuo) o ausencia (línea de trazo continuo) de CaCI
2
5 mM. La concentración de SP-A fue 10 ¡sg/ml. La longitud de onda de excitacion
fue 295 nm.
contienen NaCí 150 mM (Apartado 4.2.2. figura 21). La adición posterior de calcio 5 mM no
produce una agregación adicional, manteniéndose invariable el valor de absorbancia a 360
nm generado por la autohgregación de la SP-A en presencia de NaCí. Los experimentos de
fluorescencia demuestran que la adición de calcio a agregados de SP-A generados a fuerza
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FIGURA 32. Variación de la Intensidad de emisión de fluorescencia
de la SP-A de cerdo en función de la concentración de calcio del
medio.
Los experimentos se llevaron a cabo a 20’C. La SP-A (10 ¡sg/mI) se añadió
en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, en presencia o ausencia de NaC¡ 150 mM.
El intervalo entre adiciones sucesivas de CaCI2 fue 3 minutos. F0 y F son las
intensidade~ de emisión de fluorescencia a 330 nm de SP-A en ausencia y
presencia de calcio, respectivamente. La longitud de onda de excitación
utilizada fue 275 nm.
iónica fisiológica no produce ninguna variación en la estructura de la SP-A. Por tanto, el
calcio, a concentraciones milimolares, induce la agregación de la SP-A a baja fuerza iónica,
pero no afecta a los agregados de SP-A formados en presencia de NaCí. Los dos tipos de
agregados de la SP-A (generado por Ca
2~ a baja fuerza iónica, o generado a fuerza iónica
fisiológica en presencia de concentraciones micromolares de calcio), parecen tener
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características estructuralL distintas como lo demuestra el hecho de que presenten distinta
susceptibilidad a hidrólisis por tripsina (Apartado 4.2.3. Figura 24).
1.6
1.4
u-
o
u-
1.2
1.0
FIGURA 33.j Representación de Stern-Volmer del apagamiento de la
fluorescencia Intrínseca de la SP-A por acrilamida en presencia de
calcio 2 mM[
Los experimeiitos se realizaron a 200C en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, enpresencia o adsencia de CaCI
2 2 mM. La longitud de onda de excitación fue 295
nm. La conc~ntración de SP-A utilizada fue 6.67 ¡sg/ml. F0 y F son las
intensidades ¿e emisión de fluorescencia a 330 nm en ausencia y presencia de
acrilamida respectivamente.
Otra aproximación experimental para estudiar el cambio estructural de la SP-A
originado como consecuencia de la autoagregación de la proteína dependiente de calcio, es
el estudio del apagamiento por acrilamida de la fluorescencia de la SP-A agregada (en
20
[Acrilam¡da] mM
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1presencia de calcio 2 mwf) y no agregada (en presencia de calcio 5pM). Los resultados de
estos experimentos aparecen en la Figura 33. En presencia de calcio milimolar se incrementa
la fracción de fluorescenkia de la SP-A susceptible de ser apagada por la acrilamida. Además
la desviación de la linealidad de la representación de Stern-Volmer del apagamiento de la
fluorescencia de la SP’A agregada, por acrilamida indica que las dos poblaciones de
triptófano de la proteína tienen una accesibilidad por acrilamida diferente. La SP-A en su
forma no agregada, en l4esencia de Ca2 5 pM, presenta una constante de “quenching” (K,~=
2.35 M’) menor que la ftrma agregada (K~= 16.21 M’). Además, la accesibilidad de las dos
poblaciones de triptófano por acrilamida es parecida. Estos resultados ponen de manifiesto
que como consecuencia de la agregación inducida por concentraciones milimolares de calcio
se producen variacionea1 en la estructura de la SP-A.
Por otra parte, se han registrado los espectros de dicroísmo circular de la SP-A en
ausencia y presencia de concentraciones crecientes de calcio (Figura 34). Los espectros son
cualitativa y cuantitativaménte diferentes. Se observa una reducción del valor de elipticidad
negativa y una alteració$ de la forma del espectro. La pérdida de elipticidad es mayor a 205
que a 222 nm, por lo que la relación de elipticidades a 205 y 222 nm disminuye a medida que
se incrementa la concentración de calcio en el medio (Figura 35). El proceso se satura en
presencia de calcio 5 mM. La reducción de la eipticidad negativa observada no se debe a
una disminución de la c~ncentración de proteína en solución después de la adición de CaCI
2,
ya que la concentración de proteína determinada mediante análisis de aminoácidos, antes
y después de la adición de calcio fue idéntica.
Podría pensarse que, debido a que la SP-A autoagrega en presencia de calcio 5 mM,
la dispersión de la muestra provocase una disminución de la elipticidad negativa artefactual,
especialmente a 205 nm. Sin embarbo, cuando se lleva a cabo el espectro de dicroísmo
circular de la SP-A en presencia de vesículas de DPPC/DPPG sin adicionar calcio al medio,
se observa un cambio m~nor en los valores de elipticidad negativa a esa longitud de onda que
en ausencia de lípidos y presencia de Ca
2 5 mM. La dispersión provocada por las vesículas
es, sin embargo, muchi mayor que la provocada por la autoagregación de la proteína
dependiente de calcio.
La disminución de los valores de elipticidad negativa a 205 nm en función de la
concentración de calcio podría sugerir que se producen cambios en la estructura secundaria
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de la SP-A que podrían estar asociados con cambios en el dominio colagénico de la proteína,
ya que la desnaturalización térmica de la triple hélice de colágeno o la digestión de la SP-A
con colagenasa bacteriana producen una disminución de la eipticidad negativa a 205 nm
(Voss et al., 1988; Haagsman et al., 1989; King et al., 1989)
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FIGURA 34. Espectros de dicroísmo circular de la SP-A en
presencia de concentraciones crecientes de calcio.
La SP-A (0.1 mg/mI) se añadió en tampón Tris-HO 5 mM, pH
7.4. A continuación se añadieron alícuotas de una solución 0.075
M de CaCI2.Las concentraciones finales de calcio se indican en la
figura.
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o 4.22 mM
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4.2.6.2. Efecto de la fuerza iónica
La Figura 36 muestra los espectros de emisión de fluorescencia de la SP-A de cerdo
en presencia y ausencia de NaCí 150 mM. Se observa que la intensidad de emisión de
fluorescencia de la SP-~ disminuye en presencia de Nací 150 mM, sin que se aprecien
cambios en la longitud ~e onda de los máximos de emisión. Estos resultados indican que,
aunque la polaridad del medio donde se encuentran los residuos de triptófano de la SP-A
es semejante en presenJia y ausencia de NaCí, al aumentar la fuerza iónica se produce un
apagamiento de la fluorescencia de los residuos de triptófano de la SP-A, probablemente, al
por estar menos protegidos de grupos polarizables de la propia proteína, lo que indica un
cambio conformacional en la SP-A.
En la Figura 37 se presenta la variación de la intensidad de emisión de fluorescencia
de la SP-A, en función de la concentración de NaCí del medio, en presencia y ausencia de
EDTA. La intensidad de emisión de fluorescencia comienza a disminuir a concentraciones
de NaCí superiores a 50 mM, siempre y cuando exista calcio en el medio a concentraciones
micromolares (5 pM). En presencia de EDTA, no se producen cambios en la emisión de
fluorescencia de la SP.AJ en todo el rango de concentraciones de NaCí estudiadas.
La disminución cje la intensidad de fluorescenciaobservada al incrementarse la fuerza
iónica del medio se proJiuce como consecuencia de un cambio estructural originado por la
autoagregación de la SP1A en estas condiciones (Apartado 4.2.2. Figura 22), que probable-
mente causa un acercamiento de grupos polarizables de la proteína a las proximidades de los
residuos de triptófano. Esto provoca un aumento del “quenching” estático ocasionado por
estos grupos, y por tanto, una disminución de la intensidad de emisión de fluorescencia.
Otras proteínas con carga neta al pH fisiológico, como es el caso de la proteína básica de
mielina, agregan en presencia de fuerza iónica. Como consecuencia de la autoagregación se
incrementa la emisión de fluorescencia emitida por la proteína (Novak y Berman, 1991). Los
autores interpretan los resultados como consecuencia del alejamiento de residuos cargados
positivamente de las proximidades de un residuo de triptófano, lo que conileva la
disminución del “quenching” estático ocasionado por estos grupos polarizables. La adición
de EDTA al medio previene la autoagregación de la SP-A a fuerza iónica fisiológica, al igual
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que previene la dismint ción de intensidad de emisión de fluorescencia al incrementarse la
fueza iónica del medio.
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Espectros de emisión
4aCl 150 mM.
de onda (nm)
de fluorescencia de la SP-A en
Los experimentos se llevaron a cabo a 20C en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4
en presencia (línea de trazo discontinuo) o ausencia (línea de trazo continuo) de
NaCí 150 mM. La concentración de SP-A fue 10 ¡sg/ml. La longitud de onda de
excitacion fue 295 nm.
La Figura 38 recoge el estudio del apagamiento de la fluorescencia por acrilamida de
la SP-A agregada (en presencia de NaCí 150 mM) y no agregada (en presencia de Ca24 5
pM). Se observa que a fuerza iónica fisiológica, la constante de “quenching” (K~= 10.3 M’)
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es mayor que a baja ftúrza iónica (K~= 2.35 M’). Además, a fuerza iónica fisiológica el
apagamiento de la fluoi4scencia de la SP-A no sigue una relación lineal con el incremento
de la concentración de a1crilamida, a diferencia de lo que ocurre a baja fuerza iónica.
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FIGURA ¶7. Variación de la intensidad de emisión de fluorescencia
de la SP-Al de cerdo en función de la concentración de NaCí.
Los experinlentos se llevaron a cabo a 200C. La SP-A (10 ¡sg/mI) se añadió
en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4 en presencia o ausencia de EDTA 1 mM.
El intervalo entre adiciones sucesivas se NaCí fue 3 minutos. F
0 y F son las
intensidade4 de emisión de fluorescencia a 330 nm de SP-A en ausencia y
presencia c!e NaCí, respectivamente. La longitud de onda de excitación
utilizada fijé 275 nm.
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Estos resultados indican que, en este estado de agregación, los residuos de triptófano
de la SP-A son más ¶usceptibles al apagamiento colisional por acrilamida, siendo la
accesibilidad de las dos~poblaciones de triptófano al agente de “quenching” diferentes, tal y
como ocurría con la SPJA apegada a concentraciones de calcio milimolares.
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FIGURA 8. Representación de Stern-Vol¡ner del apagamiento de la
fluoresce cia intrínseca de la SP-A por acrilamida en presencia de
NaCí 150 M.
Los experi entos se realizaron a 200C en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, en
presencia ausencia de NaCí 150 mM. La longitud de onda de excitación fue
295 nm. concentración de SP-A utilizada fue 6.67 ¡sg/ml. F
0 y F son las
intensidad s de emisión de fluorescencia a 330 nm en ausencia y presencia de
acrilamida espectivamente.
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En la Figura 39 st
y presencia de concentra
medida que se incremei
negativa y se modifica la
se producen en presenc
modifica prácticamente
representación de la reí:
NaCí del medio muestra
igual que en el caso
reducción del valor de e
Nací en el medio podr
inducido por el NaCí,
asociados a cambios en
recogen los espectros de dicroísmo circular de la SP-A en ausencia
:iones crecientes de NaCí. El espectro de la proteína se modifica a
ita la fuerza iónica del medio. Se reduce el valor de elipticidad
forma del espectro. Los cambios son menos drásticos que los que
a de calcio milimolar. Como se observa en la Figura 40, no se
el valor de eipticidad a 222 nm, y silo hace a 205 nm. La
¡ción de elipticidades a 205 y 222 nm frente a la concentración de
que el proceso se satura a una concentración de NaCí 150 mM. Al
la proteína autoagregada en presencia de calcio milimolar, la
lipticidad negativa a 205 nm al incrementarse la concentración de
a indicar que, como consecuencia dei proceso de autoagregación
e producen cambios estructurales en la SP-A que podrían estar
el dominio colagénico de la proteína.
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FIGU 39. Espectros de dicroísmo circular de la SP-A de
cerdo n presencia de concentraciones crecientes de NaCí.
La SP (0.1 mg/mI) se añadió en tampón Tris-HCI 5 mM, pH
7.4. A continuación se añadieron sucesivas alícuotas de tampón
Tris- 15 mM, pH 7.4, NaCí 2 M.
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4.2.7. EFECTO DEL Pl! ÁCIDO SOBRE LA ESTRUCTURA DE LA SP-A
41.7.1. Autoagregación de la SP-A a pH ácido
La SP-A es una
1985; Floros et al., 1985
al pH fisiológico la SP-i
memoria muestran que
22) probablemente neul
la repulsión electrostáti
interacciones proteína-p
lógico pensar que la ac
proteína. Un aumento
estructura de la proteín
surfactante se almacena
1986).
Un primer objeti
se aprecia en la figura 4
autoagregación a pH ne
tanto, a pH ácido no se
autoagregación de la prc
a pH ácido, los valores d<
a los que se dan en ause
tanto en presencia como
un 10% los valores de ab
efecto aditivo de ambos
El proceso de aut
NaOH, a la concentració:
B). Cuando se añade Na
calcio milimolar sólo sez
proteína ácida. Su punto isoeléctrico es de 4.6-5.2 (Benson et al.,
Weaver et al., 1986), dependiendo de la especie estudiada. Por ello,
~presenta carga neta negativa. Los resultados que aparecen en esta
el NaCí induce autoagregación de la SP-A (Apartado 4.2.2., figura
ralizando las cargas negativas superficiales de la proteína, evitando
a debida a estas cargas, y por tanto, permitiendo la existencia de
roteina que conducen a la autoasociación de la SP-A. Por tanto, es
dificación del medio podría inducir también autoagregación de la
en la concentración de protones podrían inducir cambios en la
que podrían ser de gran importancia, teniendo en cuenta que el
en los cuerpos lamelares, que tienen un pH ácido (Chander et al.,
~ofue el estudio de la autoagregación de la SP-A a pH ácido. Como
1 A, la SP-A de cerdo autoagrega a pH ácido. A diferencia de la
nro, a pH ácido no se inhibe en presencia de EDTA 1 mM. Por
equiere la presencia de calcio micromolar para que se produzca la
teína. Aunque el EDTA no inhibe la autoagregación de la proteína
absorbancia que se alcanzan en presencia de EDTA son inferiores
ncia de este agente quelante de iones divalentes. De igual manera,
en ausencia de EDTA 1 mM, la adición de calcio 5 mM incrementa
;orbancia obtenidos antes de la adición de calcio, lo que sugiere un
igentes: protones y calcio, sobre la autoagregación de la SP-A.
oagregación inducido por el pH ácido se revierte tras la adición de
i necesria para cambiar el pH ácido (4.5) a neutro (7.0) (Figura 41
OH a la muestra de SP-A autoagregada a pH 4.5 en presencia de
evierte parte de la agregación (Figura 41 B).
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FIGURA 41. Autoagrega lón de la SP-A de cerdo a pH ácido.
Los experimentos se llevar n a cabo a 37~C en tampón Tris-HCI 25 mM, Acetato Sódico 25 mM, pH
4.5, en presencia o ausenci de EDTA lmM, y en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4. (M) indica que el
reactivo se añadió en la cu >eta de muestra; (M,R) indica que se añadió en las cubetas de muestra y
referencia. Las concentraciones de SP-A, y calcio fueron 50 ¡sg/ml y 5 mM, respectivamente. A)
Agregación de la SP-A a pE ácido y pH neutro. B) Reversión de la agregación a pH ácido por NaOH.
Los valores de a sorbancia que se alcanzan a pH 4.5 son mayores que los que se
producen a pH 7.4 en pr encia de calcio 5 mM o NaCí 150 mM, lo que demuestra una gran
tendencia de la SP-A a la autoasociación a pH ácido. Esta facilidad de la SP-A para
autoagregar, así como la dependencia de calcio del proceso de autoagregación de la SP-A
a pH ácido, sugieren qu los mecanismos moleculares a través de los cuales se produce la
autoagregación de la SP- a pH neutro y pH ácido son distintos. El siguiente objetivo del
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trabajo ha sido
consecuencia del
4.2.7.2. Cambios
estudk
proces
u los cambios estructurales que se producen en la SP-A como
o de autoagregación a pH ácido.
estruct arales en la toma agregada de la SP-A a pH ácido
Los cambios que
autoagregación de la pi
fluorescencia y dicroísm’
disminución de la intem
la longitud de onda d<
consecuencia de la auto~
proteína en virtud del
apagamiento provocado
no existencia de desplaz
polaridad del microentoi
Los estudios de a
a pH 7.4 y pH 4.5 se rec
fracción de fluorescencí
constante de Stern-Volrr
2.35 M’). Además, a pI-
fluorescencia de la SP-A
discutido previamente, e
es el caso de la SP-A, est
de accesibilidad de los cl
Para profundizar
ácido sobre la estructura
la SP-A a pH neutro y p
alteración del espectro d
la proteína a pH neutro.
lo que podría indicar que
se producen en la estructura de la SP-A como consecuencia de la
oteína a pH ácido se han estudiado mediante espectroscopia de
~circular. En la Figura 42 se observa que, a pH 4.5 se produce una
idad de emisión de fluorescencia de la SP-A sin que se modifique
los máximos de emisión. Estos resultados indican que, como
igregación de la SP-A se produce un cambio conformacional en la
ual los fluoróforos de la SP-A están menos protegidos frente al
~or el disolvente o por grupos polarizables de la propia proteína. La
imientos de los máximos de emisión indican que no se modifica la
no en el que se encuentran los residuos de triptófano de la SP-A.
agamiento de la fluorescencia intrínseca de la SP-A por acrilamida
gen en la Figura 43. Se observa que, a pH ácido, se incrementa la
~ de la SP-A susceptible de ser apagada por la acrilamida. La
er es mayor (K~= 17.52 M’) a pH ácido que a pH Neutro (Ñ=
ácido la representación de Stern-Volmer del apagamiento de la
por acrilamida no es lineal, sino curvada hacia abajo. Como se ha
rx el caso de proteínas con más de un residuo de triptófano, como
~sresultados pueden interpretarse como resultado de una diferente
s triptófanos de la SP-A a la acrilamida.
en los cambios inducidos por la autoagregación de la SP-A a pH
de la SP-A, se ha comparado el espectro de dicroísmo circular de
H ácido. Se observa (Figura 44) que se produce una significativa
dicroísmo circular de la SP-A con respecto al mismo espectro de
e aprecia una marcada disminución del extremo negativo a 205 nm,
como consecuencia de la autoagregación de la SP-A a pH ácido,
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FIGURA Espectro de emisión de fluorescencia de la SP-A a pH
ácido.
Los espectr s se han registrado a 200C utilizando una longitud de onda de
excitación d 295 nm. La SP-A (10 ¡sg/mI) se añadió en tampón Tris-HCI 25
mM, Acetat 25 mM, pH 4.5 (línea de trazo discontinuo) o en tampón Tris-HCI
5 mM, pH 4 (línea de trazo continuo).
se producen cambio en la estructura secundaria de la SP-A asociados a cambios en el
dominio colagénico e la proteína. Sin embargo, no se puede descartar que la dispersión
provocada por la aut agregación de la proteína a pH ácido pueda contribuir a la disminución
de la eipticidad neg tiva a 205 nm. La dispersión produce artefactos en los espectros de
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FIGURA 3. Representación de Stern-Volmer del apagamiento
de la fluo scencia intrínseca de la SP-A de cerdo por acrilami-
da a pHd ido.
Los exper~ entos se realizaron a 200C en tampón Tris-HCI 25 mM,Acetato só ico 25 mM, pH 4.5 o tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4. La
longitud de onda de excitación fue 295 nm. La concentración de SP-A
utilizada fu 6.67 ¡sg/ml. F
0 y F son las intensidades de emisión de
fluorescenc ia a 330 mu en ausencia y presencia de acrilamida,
respectivam nte.
dicroísmo circular que s manifiestan, en muchos casos, en disminución de la señal de
dicroísmo. Al adicionar N OH al medio se obtiene de nuevo el espectro característico de la
SP-A a pH neutro, lo que ndica que el proceso es reversible, y que la disminución observada
en los valores de eipticid cl no pueden atribuirse a precipitación de la proteína a pH ácido.
o
e pH7.4
pH 4.5
e
e
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El espectro de dicrois o circular de la SP-A a pH ácido muestra un hombro más acusado
a 220 nm que los esp tros de la SP-A registrados en presencia de calcio miimolar o NaCí,
lo que podría sugerir ue el contenido de Ó-hélice de la SP-A a pH ácido es mayor que a
pH neutro en presenci de calcio (5 mM) o cloruro sódico (150 mM).
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44. Espectros de dicroísmo circular de la SP.
a pH ácido.
La SP- (0.1 mg/mI) se añadió en tampón Tris-HCI 25 mM,
acetato ódico 25 mM, pH 4.5. Tras registrarse el espectro de
la prote a a pH ácido se añadió NaOH 0.1 N hasta neutrali-
zar el p de la solución, registrándose de nuevo el espectro
de la pr tefna.
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Aunque los mecanismos moleculares a través de los cuales se produce la autoagrega-
ción a pH ácido y pH neutro sean probablemente distintos, la estructura de la SP-A se
modifica de manera muy semejante en ambos casos; al menos las variaciones observadas en
los espectros de fluorescencia, en el apagamiento de la fluorescencia por acrilamida y en los
espectros de dicroísmo circular son cualitativamente semejantes. Como se ha discutido
previamente, tanto los resultados que aparecen en esta memoria, como algunos datos
existentes en la bibliografía, apoyan la hipótesis de que la autoagregación de la SP-A a pH
neutro en presencia de calcio miliniolar o fuerza iónica se produce a través de interacciones
entre los dominios colagénicos (Apanado 4.2.3.). El hecho de que la estructura de la SP-A
se modifique de manera similar como consecuencia de la autoagregación de la proteína a pH
neutro y a pH ácido podría sugerir que la autoasociación de la proteína a pH ácido podría
llevarse a cabo mediante interacciones entre las regiones colagénicas de distintas moléculas
de SP-A, aunquelos datos de los que se dispone no indican de una manera clara que sea así.
Se han descrito cambios estructurales inducidos por el pH ácido que afectan al
dominio de reconoclinento de carbohidratos en lectinas tipo C. Así, el receptor de
asialoglicoproteínas de los hepatocitos, que interviene en la internación de glicoproteinas
mediante un proceso de endocitosis mediada por receptor, y tiene un dominio de
reconocimiento de carbohidratos homólogo alde las colectinas, sufre un cambio conformacio-
nal inducido por el pH ácido de los endosomas, que reduce la afinidad del receptor por el
ligando, lo que conduce a la disociación del complejo receptor/glicoproteina (Di Paola et al.,
1984). “In vitro”, el pH ácido induce un cambio conformacional tanto en el receptor como
en un fragmento que retiene la actividad de unión de carbohidatos, obtenido mediante
digestión del recptor con subtilisina. Al acidificar el medio se incrementa 10 veces el
requerimiento de calcio necesario para que se produzca la unión de azúcares al receptor
(Loeb y Drickamer, 1988). Es interesante que en los dos sitios de unión de calcio de la MBP
estén implicados residuos de As¡i, Glu y Asn, que están conservados en todas las colectinas
y lectinas tipo C (Weiss et al., 1991). De acuerdo con los resultados obtenidos, es probable
que la protonación de los grupos carboxilo de los aminoácidos ácidos podría reducir la
afinidad de la proteína por el calcio. Sería interesante estudiar cómo están afectadas algunas
de las propiedades de la SP-A dependientes de la unión de calcio a la proteína. Las
alteraciones en la actividad de agregación de vesículas han sido estudiadas en el apartado 4.4.
de esta memoria. Recientemente Haurum et al. (1993) han publicado que la unión de la SP-
A a carbohidratos disminuye a pH ácido (4-5). Si el sitio de unión de calcio de alta afinidad
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se encuentra en el dominio de reconocimiento de carbohidratos de la SP-A, como sostienen
Haagsman et al. (1990), la protonación de las cadenas laterales de esos aminoácidos,
posiblemente esenciales para la unión de calcio, podría explicar por qué el proceso de
autoagregación de la SP-A a pH ácido es independiente de la presencia de calcio
micromolar.
(pH 7.4)
• .4 .4 1r
(pH 4.5)
FIGURA 45. Modelo estructural de la SP-A a pH neutro y p11 ácido.
En la Figura 45 se representa un modelo del cambio estructural que podría
producirse en la SP-A a pH ácido. La zona de unión del dominio colagénico con el de
reconocimiento de carbohidratos es una zona hidrofóbica con abundancia de residuos
ácidos que, al pH fisiológico presentarán carga negativa. La secuencia de esa zona es
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compatible con la existencia de una (5-hélice anfipática (Mc Lean et al., 1993). La
presencia de cargas negativas en esa región podría contribuir a la separación que se
produce entre protómeros de la SP-A para formar la característica estructura de “ramo
de flores” de la SP-A. La protonación de las cadenas laterales de esos residuos a pH ácido
eliminaría esas cargas, y permitiría una asociación más estrecha entre los protómeros de
la SP-A. La estructura de la SP-A a pH ácido seria más compacta, lo que podría ser
importante para facilitar la integración de la SP-A en el sistema de bicapas lipídicas
altamente empaquetadas en los cuerpos lamelares. La estructura de la SP-A a pH neutro
seria más abierta y flexible, compatible con la organización de las lamelas de los cuerpos
lamelares en la mielina tubular.
4.2.8. SUMARIO
Los resultados que se muestran en esta memoria sugieren que la SP-A a pH neutro
presenta dos conformaciones: una, que se podría llamar activa, determinada por la unión
de calcio a un sitio de alta afinidad, presumiblemente localizado en el dominio C-terminal
de la proteína, y otra inactiva, en ausencia de calcio. La unión de calcio a este sitio de alta
afmidad induce cambios en la estructura de la proteína que se manifiestan mediante
espectroscopia de fluorescencia y susceptibilidad a la hidrólisis por tripsina. La unión de
calcio al sitio de alta afinidad no induce autoagregación de la SP-A. Para que se produzca
la autoasociación de la proteína a pH neutro se requiere no sólo que el calcio esté unido
a ese sitio de alta afinidad, sino también la presencia de calcio en concentraciones más
altas (del orden milimolar) o un incremento de la fuerza iónica. El mecanismo a través
del cual estos agentes inducen la autoagregación de la SP-A probablemente es distinto.
Mediante ensayos de proteolisis por tripsina se observa distinta susceptibilidad a la
hidrólisis de las formas agregadas de SP-A a PH neutro (inducida por Ca2 o NaCí). El
calcio podría unirse a un sitio de alta afinidad, dependiente de la presencia del dominio
colagénico de la proteína, mientras que el NaCí podría apantallar la repulsión debida a
la densidad de carga negativa superficial de la SP-A.
La desglicosilación de la SP-A, o la presencia de manano, no inhiben la
autoagregación de la proteína. Por tanto, no parece probable un mecanismo de
autoagregación de la SP-A basado en la unión de las cadenas de azúcares de una
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molécula de SP-A al sitio de unión de carbohidratos de otra molécula de SP-A. Por otro
lado, las formas agregadas de SP-A (en presencia de calcio miliniolar o fuerza iónica
fisiológica) son más susceptibles a la hidrólisis por tripsina que las formas no agregadas
(en presencia de EDTA o de calcio 5pM). Teniendo en cuenta que la zona de colágeno
de la SP-A no se digiere por tripsina, estos resultados sugieren que la autoagregación de
la proteína implica interacciones entre los dominios colagénicos, y no entre los dominios
globulares, de distintas moléculas de SP-A.
La autoagregación de la SP-A a pH neutro (tanto inducida por CaCI2 miimolar
como por NaCí) inducen cambios estructurales en la proteína que se pueden seguir
mediante espectroscopia de fluorescencia, dicroísmo circular y susceptibilidad a la
hidrólisis por tripsina).
A pH ácido, el proceso de autoagregación de la SP-A es independiente de la unión
de calcio al sitio de alta afinidad. La extensión de la agregación a pH ácido es mayor que
a pH neutro. Estos hechos indican que probablemente el mecanismo molecular a través
del cual se produce el proceso de autoagregación sea distinto en ambos casos.
La autoagregación de la SP-A a pH ácido induce cambios estructurales en la SP-A
que se pueden estudiarmediante espectroscopia de fluorescencia y dicroísmo circular. Las
variaciones observadas para la SP-A autoagregada a pH ácido son cualitativamente
semejantes a las que se producen para la SP-A autoagregada a pH neutro, en presencia
de calcio miliniolar o fuerza iónica fisiológica, lo que podría sugerir que el proceso de
autoagregacién de la SP-A a pH ácido se produce mediante interacciones entre los
dominios colagénicos de diferentes moléculas de SP-A. De acuerdo con los resultados
obtenidos se propone un modelo del cambio estructural que se produce en la SP-A a pH
ácido. La estructura de la proteína a pH 4.5 sería más compacta, permitiendo la
integración de la SP-A en los cuerpos lamelares. A pH neutro la estructura de la SP-A
sería más abierta. Los cambios estructurales de la SP-A al modificarse el pH del medio
podrían tener implicaciones en la transformación de los cuernos lamelares en mielina
tubular.
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4.3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS LíPIDOS SOBRE LA
ESTRUCTURA DE LA SP-A. SELECTiVIDAD DE LA SP-A FRENTE A
VESíCULAS LIPIDICAS
4.3.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS
Una de las propiedades más importantes de la SP-A es su capacidad para unir
fosfolípidos. La SP-A se coaisla con los fosfolípidos del surfactante, y está fuertemente
asociada con ellos (King y McBeth, 1981; King et al., 1983; Kuroki y AKino, 1991). Todos los
estudios realizados hasta la actualidad sobre la interacción de la SP-A con los lípidos se han
centrado en: a) los requerimientos estructurales de la SP-A para que se produzca dicha
interacción (Haagsman et al., 1991; Ross et al., 1991), b) el análisis del posible sitio de unión
de los lípidos a la SP-A (Ross et al., 1986; Voorhout et al., 1991) y c) la importancia de dicha
interacción en el metabolismo extracelular del surfactante: formación de mielina tubular
(Suzuki et al., 1989; Williams et al., 1991), adsorción de los lípidos a la interfase aire-liquido
(Hawgood et al., 1987) y recaptura del surfactante por los neumocitos tipo II (Wright et al.,
1987).
No se ha estudiado basta el momento el efecto que tienen los lípidos sobre la
estructura de la proteína, siendo éste el primer objetivo de este apanado. Este estudio se
ha realizado mediante técnicas de fluorescencia y dicroísmo circular. El segundo objetivo ha
sido analizar el efecto de: a) la naturaleza del gn¡po polar y cadena de adío de los
fosfolípidos, b) el estado físico de las vesículas lipídicas y c) la fuerza iónica del medio,
sobre la interacción lípido/SP-A. Este estudio se ha abordado estudiando la fluorescencia
intrínseca de la SP-A (intensidad de emisión de fluorescencia, longitud de onda de emisión
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de los máximos de emisión y susceptibilidad al “quenching” por acrilamida) en presencia de
distintos tipos de lípidos y en distintas condiciones experimentales.
43.2. ESTUDIO DE LA INTERACCION LíPIDO/SP-A. EFECTO DE LOS LíPIDOS SOBRE
LA ESTRUCTURA DE LA SP-A
En la figura 46 se representa el efecto de la interaccción de la SP-A con vesículas de
DPPC -fosfolipido característico del surfactante pulmonar- sobre las propiedades
fluorescentes de la SP-A. La interacción de la SP-A con vesículas de DPPC da lugar a un
incremento de la intensidad de emisión de fluorescencia de la SP-A que puede ser
interpretado en términos de una mayor protección de los fluoróforos de la SP-A de los
grupos polarizables de la propia proteína (puentes disulfuro, grupos sulfidrilo y aminas) o del
solvente. Dichos grupos son los responsables del apagamiento de la intensidad de
fluorescencia de los residuos de triptófano. Esto supondría un cambio conformacional en la
proteína como consecuencia de su interacción con los lípidos.
La existencia de este cambio conformacional está apoyada por los resultados de
accesibilidad de los residuos de triptófano a acrilamida registrados en la Figura 47. En
presencia de vesículas de DPPC el apagamiento de la emisión de fluorescencia por
acrilamida disminuye marcadamente, lo que indica que, debido al cambio conforniacional de
la proteína, se reduce la accesibilidad de los residuos de triptófano a la acrilamida. Es
interesante observar que la representación de Stern-Volmer en ausencia de DPPC no es
lineal, sino que se obtiene una desviación de la linealidad hacia abajo. Segdn Eftink y Ohiron
(1976) este tipo de representación puede ser interpretado en términos de una marcada
diferencia de accesibilidad a la acrilamida de las distintas poblaciones de residuos de
triptófano, en el caso de proteínas que contengan más de una población de residuos de
triptófano. En el caso de la SP-A, estos resultados indican que en ausencia de lípidos y a
fuerza iónica fisiológica uno de los dos residuos de triptófano es más accesible al agente de
“quenching” que el otro. Por otra parte, después de la interacción de vesículas de DPPC con
la SP-A a fuerza iónica fisiológica se obtiene una representación de Stem-Volmer lineal, lo
que indica, segtin la teoría de Eftink y Ohiron, que los dos residuos de triptófano de la SP-A
tienen la misma accesibilidad al agente de “quenching” como consecuencia del cambio
conformacional en la molécula de la proteína producido tras su interacción con DPPC.
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FIGURA 46. Espectros de emisión de fluorescencia de la SP-A de cerdo
en ausencia y presencia de vesículas de DPPC.
La longitud de onda de excitación utilizada fue de 295 nm. La intensidad de
emisión de fluorescencia (F) se expresa en unidades arbitrarias. Los experimentos
se llevaron a cabo a 3VC en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4 que contiene NaCí
150 mM. Las concentraciones de SP-A y DPPC utilizadas en el ensayo fueron 10
y 40 ¡sg/mi, respectivamente.
El cambio conformacional que se produce en la SP-A parece ocurrir sin que se
modifique la polaridad del microentorno en el que se encuentran los residuos de triptófano,
ya que la posición de los máximos de emisión de fluorescencia no se modifica después de
la interacción con DPPC. La longitud de onda del máximo de emisión del grupo indol sufre
cambios hacia el azul (longitudes de onda menores) o hacia el rojo (longitudes de onda
400
RESULTADOS Y DISCUSION 141
mayores) cuandola polaridad del microentomo en el que se encuentra disminuye o aumenta,
respectivamente (Lakowicz, 1993).
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FIGURA 47. Representación de Stern-Volmer del apagamiento de la
emisión de fluorescencia de la SP-A porcina poracrilamida en presencia
o ausencia de vesículas de DPPC.
F y F0 son las intensidades de emisión de fluorescencia a 330 nm en ausencia y
preencia de acrilamida, respectivamente. Los experimentos se llevaron a cabo a
37C en tampón Tris-HCI 5mM, pH 7.4, que contiene NaCí 150 mM. La longitud
de onda de excitación fue 295 nm, y las concentraciones de SP-A y DPPC fueron
10 y 40 ¡sg/mI, respectivamente.
Los únicos residuos de triptófano encontrados en la SP-A de todas las especies
estudiadas están localizados en el dominio C-terminal, en las posiciones 191 y 213 (para un
número total de aminoácidos de 228). Por otro lado, el sitio de unión de lípidos en la SP-A
no se encuentra en la región C-terminal, sino probablemente en el segmento que une el
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dominio de colágeno (N-terminal) y el dominio globular (C-terminal) (Ross et al., 1986), o
bien en la región colagénica (Voorhout et aL, 1991). Por tanto, los residuos de triptófano se
encuentran en una zona alejada del sitio de unión de la DPPC a la SP-A. La ausencia de
desplazamiento de las posiciones de los máximos de emisión de los triptófanos de la SP-A
tras la interacción con la DPPC está de acuerdo con el hecho de que los residuos de
triptófano de la SP-A no se localicen en el sitio de unión de lípidos de la proteína. Un efecto
similar, es decir incremento del rendimiento cuántico del triptófano, sin que se produzca un
cambio hacia el azul en la longitud de onda del máximo de emisión se ha publicado para la
fluorescencia del triptófano de proteinas como la «-sarcina cuando interacciona con vesículas
de DMPC (Gasset et al., 1991) o el proteolipido de la mielina cuando interacciona con LPC
(Cockle et al., 1978).
En la Figura 48 se representa gráficamente un modelo de cómo podría producirse
un incremento en el rendimiento cuántico de un residuo de triptófano de una proteína sin
cambios en la polaridad del microentorno donde se encuentra el triptófano.
- Residuo de Trlpt6f eno
• - Grupo Polerizeble o -SH)
+ DPPC
FIGURA 48. Modelo propuesto para el cambio de las
propiedades fluorescentes de la SP-A en presencia de
vesículas de DPPC.
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Para profundizar en los cambios en la estructura de la SP-A provocados por su
interacción con los lípidos, se han realizado estudios de dicroísmo circular de la SP-A en el
ultravioleta lejano en ausencia o presencia de vesículas fosfolipidicas y micelas de fosfolípidos
(Figura 49).
El espectro de dicroísmo circular de la SP-A se caracteriza por un gran extremo
negativo a 205 nm. Es similar al espectro de la proteína Clq, que contiene también un
dominio de colágeno y sus subunidades se ensamblan de la misma manera que la SP-A (ver
apartado 4.1.5.). En presencia de lípidos, los espectros de dicroísmo circular de la SP-A no
se alteran en el intervalo 210-250 nm, mientras que a longitudes de onda inferiores se reduce
la elipticidad en presencia tanto de vesículas de DPPC/DPPG como de micelas de LPC. Los
resultados con vesículas de DPPC son similares. La relación de elipticidades a 205 y 220 nm
se reduce a medida que se incrementa la relación lípido/proteína, como se aprecia en los
insertos B y C. El efecto provocado por las vesículas de DPPC/DPPG es mayor que el
inducido por la LPC. Estos resultados podrían sugerir que los fosfolípidos producen cambios
en la estructura secundaria de la SP-A que podrían estar asociados a cambios en el dominio
de colágeno, ya que el tratamiento de la SP-A a temperaturas superiores a 550C o la
digestión de la SP-A con colagenasa da lugar a una disminución importante de la elipticidad
negativa a 205 nm (Voss et al., 1988; King et al., 1989; Haagsman et al., 1989) sin variar la
eipticidad a 220 nm (Voss et al., 1988; King et al., 1989; Haagsman et al., 1989). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que los lípidos disminuyen la relación señal/ruido para
longitudes de onda inferiores a 210 nm, por lo que los cambios de elipticidad inducidos por
los lípidos en la SP-A podrían no ser suficientemente significativos para asegurar que los
lípidos producen cambios en la estructura secundaria de la SP-A. No puede descartarse que
la dispersión provocada por las vesículas de DPPC/DPPG afecte al espectro de dicroísmo
circular obtenido.
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4.3.3. EFECTO DE LA NATURALEZA DEL GRUPO POLAR Y CADENA DE ACILO DE
LOS FOSFOLIPIDOS SOBRE LA FLUORESCENCIA INTRINSECA DE LA SP-A
El efecto de la naturaleza de la cabeza polar y de la cadena de acio de los
fosfolípidos sobre la interacción lípido/SP-A se ha estudiado observando el cambio del
espectro de fluorescencia intrínseca de la SP-A de cerdo y humana en presencia de distintas
clases de lípidos. Se ha investigado el efecto de vesículas unilamelares de DPPC, PC de
huevo, DPPG y DPPC/DPPG (7:3, en peso) y de micelas de 1-palmitoil-lisofosfatidilcolina
(LPC). Los experimentos se han realizado a fuerza iónica fisiológica y a 370C.
La interacción de la SP-A humana y de cerdo con los distintos tipos de fosfolípidos,
a excepción de la PC de huevo, produce un incremento en la intensidad de emisión de
fluorescencia de la proteína sin afectar a la posición de los máximos de emision. (Figura).
La mayor variación en la intensidad de emisión de fluorescencia de la SP-A se produce con
las vesículas de DPPC, y la mínima en presencia de vesículas de PC de huevo. El aumento
de la intensidad de emisión de fluorescencia provocado por las vesículas de DPPG o
DPPC/DPPG es menor que el inducido por las vesículas de DPPC, lo que indica que la
presencia de cargas negativas en la cabeza polar de los fosfolípidos reduce la interacción de
éstos con la SP-A. Por otro lado, la interacción de la SP-A con micelas de 1-palniitoil-LPC
es menor que la existente con la DPPC. Esto indica que la presencia de un ácido palmítico
esterificando la posición sn-2 del glicerol podría ser importante en esta interacción. La SP-A
podría reconocer el esqueleto del glicerol y las uniones éster de los fosfolipidos.
Los espectros de fluorescencia se procesaron tal como se describe en materiales y
métodos para corregir a) la dispersión provocada por la adición de las vesículas fosfolipídicas
b) el efecto de filtro interno y c) la dilución causada por la adición de sucesivas alícuotas de
la solución de vesículas en el experimento de titulación. Ademas, para descartar la
posibilidad de que el incremento en la intensidad de fluorescencia emitida por la SP-A fuera
un artefacto experimental debido a la dispersión generada por las vesículas utilizadas se han
realizado experimientos de titulación utilizando una disolución de N-acetil-triptofanamida
(NATA) a la que se añaden cantidades crecientes de DPPC, DPPO, PC de huevo y LPC. A
todas las concentraciones de LPC los espectros registrados fueron superponibles con el del
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NATA. En el caso de DPPC, DPPG y PC de huevo comienza a incrementarse la emisión de
fluorescencia del triptófano a concentraciones de lípidos superiores a 45 pM.
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FIGURA 50. Efecto de distintas clases de fosfolípidos sobre la intensidad de emisión de
fluorescencia de la SP-A porcina (A) y humana (B).
F0 y F son las intensidades de emisión de fluorescencia a 330 nm de la SP-A en ausencia y presencia de
fosfolípidos, respectivamente. Los experimentos se llevaron a cabo en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4,
en presencia de NaCí 150 mM. La cóncentración de proteína utilizada fue 6.67 ¡sg/ml.
Un criterio adicional para estudiar la interacción de la SP-A con distintas clases de
fosfolípidos es el análisis de la accesibilidad de los fluoróforos de la SP-A por la acrilamida.
En la Figura 51 se muestra la representación de Stern-Vohner del apagamiento de la
fluorescencia de la SP-A de cerdo y humana por acrilamida en ausencia y presencia de
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fosfolípidos a una concentración aproximada de 41 pM para las distintas clases de
fosfolípidos y de 61 pM para 1-palniitoil-LPC de 61 pM.
La interacción de vesículas lipídicas o micelas de LPC con SP-A porcina o humana
no causa una total protección de los residuos de triptófano frente al “quenching” por
acrilamida. La extensión de la protección de los residuos de triptófano frente al agente de
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FIGURA 51. Representación de Stern-Volmer del apagamiento de la fluorescencia intrínseca
de la SP-A porcina (A) y humana (B) por acrilamida en presencia de distintas clases de
fosfohpíd os
F0 y F son las intensidades de emisión de fluorescencia a 330 nm en ausencia y presencia de acrilamida,
respectivamente. Los experimentos se han llevado a cabo a 3TC en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, que
contiene NaCí 150 mM. La longitud de onda de excitación fue 295 nm. Las concentraciones de SP-A y
fosfollpidos fueron 10 y 40 ¡sg/mí, respectivamente.
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“quenching” depende claramente del tipo de lípido que interacciona con la SP-A. Las
constantes de “quenching” por acrilamida (1<4 de la SP-A humana y porcina, en presencia
y ausencia de vesículas de DPPC y DPPG se recoge en la TABLA III.
TABLA III. Susceptibilidad al apagamiento por acrilamida de la fluorescencia intrínseca de
la SP-A porcina y humana en presencia de vesículas de fosfolípidos.
K~ es la constante de “quenching’ dinámico de Stern-Volmer.
En el caso de la SP-A porcina, la interacción de vesículas de DPPC con dicha
proteína decrece marcadamente la accesibilidad de los fluoróforos de la SP-A a la acrilamida.
La interacción de la SP-A de cerdo con vesículas cargadas negativamente de DPPG, o
micelas de LPC, produce también cierta protección de los triptófanos frente al ‘quenching”
por acrilamida, aunque dicha protección es mucho menos pronunciada que con vesículas de
DPPC. En el caso de la SP-A humana se observa cierta protección de los residuos de
triptófano frente al ‘quenching” por acrilamida en presencia de DPPC, aunque la constante
de la SP-A humana en presencia de vesículas de DPPC es mayor que en el caso de la SP-A
porcina. Otra diferencia de la SP-A humana con respecto a la porcina es que su interacción
con vesículas ácidas de DPPO no varía la accesibilidad de los triptófanos a la acrilamida con
respecto a la proteína sin lípidos. Es interesante observar que ambas proteínas, SP-A humana
[SP-A LITPIDOS K.~
SIN LíPIDOS 9.3
PORCINA DPPC 1.2
DPPG 3.6
SIN UPIDOS 6.5
HUMANA DPPC 3.8
DPPG 6.0
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y porcina, tienen diferentes constantes de “quenching” (K,~) en ausencia de lípidos y a fuerza
iónica fisiológica (K,~ de la SP-A humana 6.5 M’ y K. de la SP-A porcina 9.3 M’) (TABLA
III). Esta diferencia podría atribuirse a diferencias en la secuencia de aminoácidos de ambas
proteínas que darían lugar a diferencias en la estructura tridimensional en los alrededores
de los residuos de triptófano. De acuerdo con esto, los residuos de triptófano de la SP-A
humana estarían más protegidos en la matriz proteica que los de la SP-A porcina,
disminuyendo la accesibilidad de los fluoróforos de la SP-A humana a la acrilamida.
Si consideramos que las dos aproximaciones experimentales utilizadas i) cambios en
la intensidad de emisión de fluorescencia de la SP-A en presencia de lípidos y u) cambios
en la accesibilidad de los fluoróforos de la SP-A a la acrilamida en presencia de lípidos
pueden ser utilizados como criterios válidos para determinar la magnitud de la interacción
lípido-proteína, nuestros resultados claramente indican que la interacción de la SP-A con
vesículas de DPPC es mayor que con otros fosfolípidos. La utilización de estas técnicas
experimentales ha sido ampliamente utilizada para estudiar la interacción lípido-proteína y
selectividad de dicha interacción en diveros estudios en los que se utilizaban péptidos señal
(Killian et al., 1990), calpactinas (Pigault et al., 1990), diversos péptido modelo (De Kroon
et al., 1990), péptido estimulante de la liberación de gastrina (Cavatorta et al., 1991) y
apolipoproteinas humanas (Weinberg et al., 1990).
La selectividad de la SP-A frente a distintas clases de lípidos se ha estudiado
recientemente por Kuroki y Aldno (1991) utilizando una técnica experimental diferente, que
se basa en la unión de ‘51-SP-A a diferentes clases de lípidos adsorbidos en placas de
silicagel. Sus resultados indicaron que la SP-A se unía específicamente a DPPC. No se
observaba unión a fosfolípidos ácidos como DPPG o PO de huevo, l-palmitoil-LPC o PC de
huevo. Nuestros resultados difieren parcialmente de los obtenidospor Kuroki yAkino (1991)
en el sentido de que no observarnos una interacción específica de la SP-A con DPPC, sino
una interacción preferencial con dicho fosfolípido. Estas diferencias podrían deberse a las
distintas aproximaciones experimentales utilizadas para estudiar la interacción de la SP-A con
distintas clases de fosfolipidos.
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FIGURA 52. Efecto de las distintas clases de fosfolípidos sobre la intensidad de emisión de
fluorescencia de la SP-A porcina (A) y humana <B) a baja fuerza iónica.
F0 y F son las intensidades de emisión de fluorescencia a 330 nin de la SP-A en ausencia y presencia de
fosfolípidos, respectivamente. Los experimentos se llevaron a cabo a 3VC en tampón Tris-HCI 5 mM,
pH 7.4, que contiene NaCí 150 mM. La concentración de SP-A utilizada fue 6.67 ¡sg/ml.
4.3.4. EFECTO DE LA FUERZA IONICA EN LA INTERACCION LíPIDO/SP-A
Los experimentos descritos en el apartado anterior ponen de manifiesto que la
interacción de la SP-A con vesículas de DPPC es más pronunciada que con vesículas de
DPPO. Para investigar si la interacción de la SP-A con DPPO pudiese estar incrementada
al disminuir la fuerza iónica del medio, se han llevado a cabo experimentos de titulación de
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SP-A porcina y humana con distintas vesículas de fosfolípidos a baja fuerza iónica. La Figura
52 muestra que las vesículas que contienen fosfolípidos ácidos como DPPG o DPPC/DPPG
no interaccionan con la proteína en estas condiciones. La interacción de la SP-A con
vesículas de DPPC a baja fuerza iónica es mucho menor que la que se produce a fuerza
iónica fisiológica. La fuerza iónica del medio es, por tanto, un factor importante en la
interacción de la SP-A con vesículas de fosfolipidos. Una fuerza iónica fisiológica parece ser
un requisito para la interacción de la SPA con vesículas de fosfolípidos, especialmente
cuando éstas están cargadas negativamente.
La ausencia de interacción entre la proteína y vesículas, ácidas a baja fuerza iónica
podría deberse a repulsión electrostática entre la carga negativa de los fosfolípidos y la carga
superficial de la proteína debida a los grupos carboxilo. No se conoce la región de la SP-A
que está implicada en la interacción con los fosfolípidos. Ross y colaboradores (1986)
postularon que la región de la SP-A que une el dominio colagénico con el de estructura
globular, entre los aminoácidos Gly81 y Val117, podría ser la zona de la molécula donde se
unen los lípidos, ya que proteínas defectivas en los primeros 117 aminoácidos no unen lípidos
en absoluto, mientras que el fragmento resistente a colagenasa bacteriana, que carece de los
primeros 81 aminoácidos silo hace, aunque débilmente. El perfil de hidropatía de la
proteína revela que la región que se extiende entre los aminoácidos 01y8, y Ile10, se ajusta al
modelo de una a-hélice anfipática, con abundancia de cargas negativas (Mc Lean et al.,
1993). Esta región (01y81-fle101), una de las regiones de la SP-A que podría estar implicada
en la asociación con los fosfolípidos, presenta una concentración local de carga negativa. La
presencia de NaCí podría apantallar la repulsión permitiendo la interacción con vesículas
cargadas negativamente.
43.5. EFECTO DEL ESTADO FíSICO DE LOS LíPIDOS EN LA INTERACCION
En los experimentos que se recogen en la Figura 50, realizados en presencia de fuerza
iónica fisiológica, se observa que la interacción de la SP-A con vesículas de DPPC provoca
un incremento en la intensidad de emisión de fluorescencia de la SP-A de cerdo, mientras
que en presencia de cantidades equivalentes de PC de huevo no se produce variación en la
intensidad de emisión de fluorescencia de la SP-A. La diferencia de resultados obtenidos al
traabajar con vesículas de DPPC o PC de huevo, cuyos fosfolípidos constituyentes tienen la
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misma cabeza polar pero distintas cadenas de adio, podría explicarse por una interacción
específica de la SP-A con las cadenas de adio saturadas de la DPPC o bien por una
preferencia de la SP-A por interaccionar con vesículas en estado gel. A la temperatura a la
que se realizan los experimentos de fluorescencia, 370C, la DPPC se encuentra en el estado
gel, ya que su temperatura de transición de fase es de 41.?C. Sin embargo, la PC de huevo
se encuentra en el estado fluido (liquido-cristalino) ya que su temperatura de transición de
fase es de -100C (Ladbroke y Chapman 1969). Para investigar ambas posibilidades se
realizaron experimentos de fluorescencia en presencia de vesículas de DPPC a 20 y 450 C.
Los resultados aparecen en la Figura 53.
El aumento de intensidad de emisión de fluorescencia de la SP-A humana y porcina
obtenidos tras la adición de vesículas de DPPC es mayor a 20 que a 450 C, lo que indica que
la interacción de la SP-A con vesículas de DPPC es más fuerte en el estado gel que en el
líquido-cristalino. Para excluir la posibilidad de que la reducción de la intensidad de emisión
a 450C se deba a alteraciones estructurales de la proteína a esa temperatura, se realizaron
los experimentos a 200C con proteína nativa y con proteína previamente calentada a 450C
durante diez minutos. Los resultados obtenidos fueron semejantes con las dos proteínas
(resultados no mostrados5. Además, Haagsman y colaboradores (1989) observaron que la
temperatura de transición para la desnaturalización térmica de la triple hélice de colágeno
para la SP-A humana y canina es de 520 C. No se han realizado estudios semejantes
empleando SP-A de cerdo. Estos resultados, junto con los presentados en el apanado 4.4.7.
de esta memoria nos permiten concluir que el estado físico de los fosfolípidos es un factor
importante en la interacción lípido/SP-A. El efecto de las vesículas de DPPC sobre la
emisión de fluorescencia de la proteína es mayor cuando las vesículas se encuentran en el
estado gel que cuando se encuentran en el estado líquido-cristalino. De esta manera, se
podría explicar la débil interacción de vesículas de PC de huevo con la SP-A, que a la
temperatura en que se realizan los experimentos se encuentra en el estado liquido-cristalino.
Estos resultados confirman los obtenidos por King y colaboradores (1986) que demostraron
mediante técnicas de sedimentación que la SP-A tiene una marcada preferencia por
interaccionar con fosfolípidos disaturados en el estado gel. Otras proteínas muestran un
comportamiento semejante, como la fosfolipasa A
2 que se une a bicapas o monocapas de
DPPC en un proceso independiente de calcio que requiere que los lípidos se encuentren en
el estado gel (Lichtenberg et al 1986; Orainger et al., 1990)
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FIGURA 53. Efecto del estado físico de las vesículas de DPPC sobre la intensidad de
emisión de fluorescencia de la SP-A porcina (A) y humana (B).
Los experimentos de titulación se realizaron a 200C (estado gel) o 450C (estado líquido-cristalino) entampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, que contiene NaCí 150 mM. La concentración de proteína empleada
fue 6.67 ¡sg/ml. F
0 y F son las intensidades de emisión de fluorescencia a 330 nm en ausencia y presencia
de lípidos respectivamente.
De los estudios realizados parece claro que la interacción de la SP-A con los
fosfolípidos produce un cambio conformacional en la proteína, y que la interacción depende
tanto de la cabeza polar de los fosfolipidos como del estado físico de las vesículas en la
o 20 40 600 20 40 60
solución acuosa. Así, la interacción de la SP-A con vesículas de DPPC es mayor que con
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vesículas de DPPG o de mezclas DPPC/DPPG, que tienen la misma temperatura de
transición de fase y los mismos ácidos grasos esterificando las posiciones sn- 1 y sn-2 del
glicerol, pero distinta cabeza polar. Asimismo, la interacción de la SP-A con la DPPC es
mucho mayor que con la PC de huevo, que tiene la misma cabeza polar pero distintas
cadenas de adio y temperatura de transición de fase.
No está resuelto todavía si la SP-A puede penetrar la bicapa e interaccionar
específicamente con las cadenas de adio. ReilIy y colaboradores (1989) demostraron que la
SP-A inducia un aumento de 5~6o C en la temperatura de transición de fase de vesículas de
DPPC/DPPG (7:3, en peso) sin cambio en la entalpía de la transición de fase, lo que sugiere
que fuerzas de tipo electrostático estan implicadas en la interacción. Por otra parte, Kuroki
y AKino (1991) observaron que la SP-A se une en mayor medida a DPPC que a PC de huevo
inmovilizados sobre siicagel. Teniendo en cuenta que las cadenas de acio de los fosfolipidos
adsorbidos a la siicagel no están enterradas en el interior de una bicapa, los autores
concluyen que la SP-A podría reconocer de manera específica las cadenas de acio saturadas.
En realidad, no se conoce el estado físico de los fosfolípidos inmovilizados en una matriz de
silicagel. Nosotros pensamos que es posible que los fosfolipidos formen agregados tales como
monocapas o bandas de monocapas, de manera que la cabeza polar de los fosfolípidos estaría
interaccionando con la silicagel. Considerando esta hipótesis, parece probable que la DPPC
forme agregados altamente ordenados adsorbidos a la matriz de silicagel. Sin embargo, no
ocurriría así con la PC de huevo debido a las cadenas de adio insaturadas y falta de
uniformidad en el área molecular que cada molécula de fosfolípido ocupa. El
empaquetamiento de los fosfolípidos en agregados lipídicos impone ciertas constricciones en
la conformación del fosfolípido que incluye la cabeza polar y el esqueleto carbonado del
glicerol. Nuestra hipótesis es que la SP-A podría reconocer una conformación específica del
conjunto cabeza polar/esqueleto carbonado del glicerol, propia de agregados altamente
ordenados de DPPC. De tal forma, la SP-A no sería capaz de reconocer agregados de PC de
huevo al presentar una conformación diferente del conjunto cabeza polar/glicerol. Esta es
una interpretación alternativa de los resultados de Kuroki y Akino que nos permite explicar
por qué la SP-A no es capaz de unirse al ácido palmítico inmovilizado en matrices de
silicagel y, además, presentar nuestra hipótesis de que la SP-A reconoce específicamente la
región cabeza polar/esqueleto del glicerol de las vesículas lipídicas, sin que sea necesaria la
penetración de la SP-A en la bicapa. De hecho, no hay datos experimentales en la
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bibliografía que demuestren o apoyen la hipótesis de que la interacción fosfolípido/SP-A es
de naturaleza hidrofóbica.
43.6. SUMARIO
La interacción de la SP-A con vesículas de DPPC produce un incremento en la
intensidad de emisión de fluorescencia de la SP-A, sin que se modifiquen las posiciones de
los máximos de emisión de fluorescencia de la proteína. Asimismo, como consecuencia de
la interacción de la SP-A con estas vesículas, los fluoróforos de la proteína están más
protegidos frente al apagamiento por acrilamida. Los resultados pueden explicarse como
consecuencia de un cambio conformacional en la SP-A inducido por la interacción de la
proteína con estas vesículas, que disminuye el apagamiento de la fluorescencia de los
triptófanos de la SP-A por grupos polarizables de la propia proteína, o del solvente, y hace
que los residuos de triptófano sean menos accesibles a la acrilamida. La interacción de
distintas clases de fosfolípidos con la SP-A porcina y humana procedente de pacientes con
proteinosis alveolar, produce efectos cualitativamente semejantes, pero cuantitativamente
distintos: los cambios observados en la fluorescencia intrínseca de la SP-A porcina y humana
son mayores en presencia de vesículas de DPPC que en presencia de DPPG, DPPC/DPPG
(7:3, en peso) y 1-palmitoil-LPC. La intensidad de emisión de fluorescencia intrínseca de la
SP-A no se modifica en presencia de vesículas de PC de huevo. De igual modo, los
fluoróforos de la SP-A de cerdo están más protegidos frente al apagamiento por acrilamida
en presencia de vesículas de DPPC que en presencia de vesículas de DPPG o LPC. En el
caso de la SP-A humana sólo se observa protección de los triptófanos de la SP-A frente al
apagamiento por acrilamida tras la interacción de la SP-A con vesículas de DPPC. De
acuerdo con estos resultados, parece claro que la interacción de la SP-A con vesículas de
DPPC es mayor que con otros fosfolípidos.
La presencia de fuerza iónica fisiológica parece ser un requisito para la interacción
de la SP-A con los fosfolípidos; la interacción con la DPPC se reduce en ausencia de NaCí
y la presencia de fuerza iónica fisiológica es imprescindible para la interacción de la SP-A
con vesículas cargadas négativamente como DPPG o DPPC/DPPG (7:3, en peso). La
ausencia de interacción entre la proteína y las vesículas ácidas a baja fuerza iónica podría
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deberse a la repulsión electrostática entre la carga negativa de los fosfolipidos y la carga
superficial de la SP-A debida a los grupos carboxilo.
El incremento observado en la intensidad de emisión de fluorescencia de la SP-A en
presencia de vesículas de DPPC depende del estado físico de estas vesículas. El incremento
en la fluorescencia intrínseca de la SP-A es mucho mayor cuando las vesículas se encuentran
en el estado gel que cuando están en el estado liquido-cristalino. Estos resultados indican que
la interacción de la SP-A con vesículas de fosfolípidos requiere que los lípidos se encuentren
en estado cristalino.
La interacción preferencial de la SP-A con DPPC podría ser importante en el ciclo
metabólico del surfactante. En primer lugar, la SP-A podría dirigir los fosfolípidos, y
preferencialmente la DPPC, hacia los cuerpos lamelares, que están enriquecidos en este
fosfolipido disaturado en comparación con otros orgánulos subcelulares de los neumocitos
tipo II (Schlame et al., 1988). De esta manera, a fuerza iónica fisiológica, la SP-A
interaccionaría fuertemente con la DPPC, y ambos podrían seguir la misma ruta intracelular
hasta ser secretados, o la misma ruta de procesamiento intracelular después de ser
recapturados por los neumocitos tipo II.
En segundo lugar, la interacción selectiva de la SP-A con DPPC podría ser importante
en la generación de una monocapa enriquecida en DPPC en la interfase aire-liquido durante
el proceso de adsorción. Schúrch y colaboradores (1992) han observado que vesículas de
fosfolipidos de composición semejante al surfactante pulmonar, incubadas en presencia de
SP-A se comportan de manera similar a monocapas de DPPC pura tras varios ciclos de
comprensión y expansión de la monocapa “in vitro”. Estos resultados, junto con los estudios
de selectividad de la SP-A hacia la DPPC, soportan la hipótesis de que la SP-A podría estar
implicada en la generación de una monocapa enriquecida en DPPC, esencial para evitar la
existencia de altas presiones intraalveolares, y por tanto para prevenir el colapso alveolar
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4.4. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SP-A SOBRE LOS LíPIDOS.
AGREGACION DE VESíCULAS LIPIDICAS INDUCIDA POR LA SP-A
4.4.1. INTRODUCCION Y OBJETiVOS
La agregación de vesículas lipídicas inducida por la SP-A, dependiente de calcio se
ha observado por microscopia electrónica (Haagsman et al., 1991; Williams et al., 1991) y ha
sido ensayada por diversos autores mediante cambios de turbidez de una suspensión de
vesículas fosfolipídicas unilamelares (Hawgood et al., 1985; Efrati et al., 1987; Haagsman et
al., 1990, 1991; Ross et al., 1991). El ensayo de la agregación de vesículas de fosfolípidos
inducida por la SP-A se viene utilizando tradicionalmente para ensayar la actividad biológica
de la SP-A. Es el tinico ensayo de actividad biológica de que se dispone. Se sabe que dicha
actividad de agregación de vesículas depende del mantenimiento de la estructura nativa
oligomérica de la SP-A. La digestión del dominio de colágeno de la SP-A mediante
tratamiento con colagenasa bacteriana (Haagsman et al., 1989; Ross et al., 1991) o la
reducción y alquilación de la proteína (Ross et al., 1991) anulan el proceso de agregación
de vesículas mediado por la SP-A. Esto es, presumiblemente, debido a una disminución de
la interacción lípido/SP-A bajo estas condiciones, ya que se ha demostrado que la digestión
con colagenasa bacteriana o la reducción de puentes disuIfuro con ditiotreitol decrece la
unión de la SP-A a los fosfolípidos (Ross et al., 1991; Kuroki y Akino, 1991).
Recientemente, Haagsman y colaboradores (1991) han propuesto que la agregación
de vesículas inducida por la SP-A dependiente de calcio podría originarse por la autoagrega-
ción de la SP-A, proceso ampliamente estudiado en el apartado 4.2.2. de esta memoria. De
esta manera, las vesículas lipídicas unidas a la SP-A agregan debido a la autoagregación de
la proteína dependiente de calcio. Además, se ha propuesto que la interacción entre dos
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moléculas de SP-A podría ser de tipo lectina: la cadena oligosacárida de una molécula de
SP-A interaccionaría con el dominio de unión de carbohidratos de otra molécula de SP-A
y viceversa (Haagsman et al., 1991).
La actividad de agregación lipídica de la SP-A se correlaciona hipoteticamente con
la participación de esta proteína en importantes procesos implicados en el metabolismo
extracelular del surfactante, como son la formación de la mielina tubular y la transferencia
de la DPPC desde la subfase acuosa del alveolo a la interfase aire-líquido donde este
fosfolipido ejerce su actividad tensoactiva.
Teniendo en cuenta la importancia de este proceso, el primer objetivo de este
apanado ha sido estudiar detalladamente los parámetros que gobiernan el proceso de
agregación lipídica como son 1) el requerimiento de calcio, II) la influencia de la fuerza
lónica y del pH del medio, lii) la dependencia del estado rulen de las vesículas fosfolipídicas
y liii) la relación fosfolfpldo/SP-A a la cual se alcanza la máxima agregación lipídica. El
estudio detallado de este proceso no se ha llevado a cabo con anterioridad por otros grupos
de investigación. El segundo objetivo planteado ha sido tratar de dilucidar si realmente la
agregación de vesículas Inducida por la SP-A es una consecuencia de la autoagregación de
esta proteína en presencia de calcio, o sí, por el contrario, son procesos Independientes.
Sobre la base de los resultados obtenidos, proponemos un posible mecanismo mediante el
cual podría ocurrir el proceso de agregación de vesículas inducido por la SP-A, y su
importancia en el ciclo metabólico del surfactante.
4.4.2. ESTUDIO DE LA AGREGACION DE VESíCULAS LIPIDICAS INDUCIDA POR LA
SP-A
En la fase inicial del estudio de la agregación lipídica inducida por la SP-A de cerdo
se utilizaron ensayos de agregación empleados previamente por otros investigadores
(Hawgood et al., 1985; Efrati et al., 1987; Haagsman et al., 1990, 1991) para comparar la
actividad de agregación lipidica de la SP-A de cerdo con la publicada para la SP-A de otras
especies. Los estudios de agregación lipídica se han realizado tradicionalmente con vesículas
ácidas de DPPC/PG de huevo (7:3, en peso), y éstas son las vesículas utilizadas en la
primera parte del trabajo. Los experimentos de agregación se han realizado de acuerdo con
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las condiciones descritas en la bibliografía, y los resultados se recogen en la Figura 54 A. En
las cubetas de muestra y referencia se añade inicialmente SP-A y vesículas fosfolipídicas en
tampón Tris.HCI 5 mM, pH 7.4, que contiene NaCí 150 mM. La agregación se inicia tras la
adición de CaCI2 5 mM en la cubeta de muestra. La adición de calcio a las vesículas
fosfolipidicas en presencia de SP-A de cerdo produce un incremento de absorbancia
dependiente del tiempo que es mucho mayor que el observado en experimentos paralelos
realizados en ausencia de SP-A. El proceso es perfectamente reversible, tras la adición de
EDIA 10 mM, lo que sugiere que no se produce fusión de las vesículas agregadas en las
condiciones experimentales utilizadas. Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros
autores (Hawgood et al., 1985; Efrati et al., 1987; Haagsman et al., 1990, 1991). Mediante
este tipo de aproximación experimental sólo se registra la agregación inducida por calcio en
presencia de SP-A y además no se puede descontar la agregación de vesículas ácidas
independiente de SP-A que se produce en presencia de calcio 5 pM.
La Figura 54 B recoge otro tipo de ensayo para estudiar la agregación de vesículas
inducida por SP-A en presencia de calcio. En este tipo de experimento las vesículas lipídicas
se añaden a las cubetas de muestra y referencia en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, que
contiene NaCí 150 mM y CaCI2 5 mM. La adición de SP-A a la cubeta de muestra
desencadena la agregación de vesículas en presencia de calcio. El agregado se disocia al
adicionar EDTA 10 mM en las cubetas de muestra y referencia. Es interesante observar que
el incremento de absorbancia ocasionado al añadir SP-A (Figura 54 B) es mucho mayor que
el causado al añadir calcio en el experimento de la Figura 54 A. Esta diferencia no se debe
al incremento de absorbancia que podría producirse como consecuencia de la autoagregación
de la SP-A subsiguiente a la adición de la proteína en un medio que contiene Ca’~, ya que
la absorbancia de los agregados de SP-A es muy baja en ausencia de lípidos (Figura 54 B).
Podría ocurrir que el efecto que produce la SP-A sobre vesículas ácidas previamente
agregadas al estar en presencia de calcio 5 mM (Figura 54 B) sea distinto al que produce el
calcio sobre la SP-A asociada a lípidos (Figura 54 A). Dicha asociación parece ser
independiente de calcio (King et al., 1983).
Finalmente se ha llevado a cabo un tercer tipo de aproximación experimental (Figura
54 C) en la que se añaden inicialmente en las cubetas de muestra y referencia vesículas
lipidicas en tampón Tris-HCl 5 mM, pH 7.4, que contiene NaCí 150 mM. A continuación se
añade SP-A en la cubeta de muestra y, sorprendentemente, se produce un importante
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incremento de absorbancia dependiente del tiempo. La máxima agregación se obtiene al
añadir Ca2. El calcio se añade en ambas cubetas, muestra y referencia, para descontar el
efecto de la agregación lipidica inducida por calcio e independiente de SP-A. Según los
resultados de la Figura 54 C, se podría pensar que hay agregación de vesículas inducida por
SP-A en ausencia de calcio. Sin embargo, la adición de EDTA disocia el agregado
completamente. El cambio de absorbancia que se produce en el experimento A al adicionar
calcio 5 mM es semejante al que se puede observar en el experimento tipo C al adicionar
este catión en concentraciones milimolares. En experimentos posteriores utilizaremos el
ensayo de agregación que se recoge en la Figura 54 C, en vez del que se venía utilizando
tradicionalmente (Figura 54 A).
4.43. REQUERIMIENTO DE CALCIO
La siguiente pregunta planteada es cuál es la concentración de calcio que se require
para que se produzca la agregación lipídica inducida por la SP-A. En la Figura 55 se oberva
la agregación de vesículas neutras y ácidas inducidas por la SP-A en presencia y ausencia de
EDTA. La adición de EDTA 1 mM en el tampón de ensayo impide la agregación de ambos
tipos de vesículas al añadir SP-A. La agregación sólo ocurre tras la posterior adición de
calcio 5 mM. Estos resultados sugieren que para que se produzca la agregación de vesículas
inducida por SP-A es suficiente la concentración de calcio que pueda haber en el agua
destilada. Se ha valorado la concentración de calcio en el agua destilada Mili-Q utilizada para
preparar los tampones mediante espectroscopia de absorción atómica. Los resultados
obtenidos indican que la concentración de Ca2 en el agua destilada es 5 ¡¡M. Esta
concentración de calcio es suficiente para que se produzca la agregación de vesículas lipídicas
inducida por la SP-A.
La agregación máxima se alcanza, tanto para las vesículas ácidas como para las
neutras, en presencia de calcio en concentraciones miimolares. Por tanto, se puede descartar
la idea de que el incremento de absorbancia que se produce tras adicionar calcio 5 mM se
deba a interacciones lípido-lípido, mediadas por calcio, de los agregados lípido/SP-A
formados previamente, yq que sería de esperar que esto ocurriera con vesículas ácidas, pero
no con neutras.
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DPPC/DPPC
Tiempo (mi nutos)
FIGURA 55. Agregación de vesículas fosfolipidicas Inducida por SP-A
ausencia de EDTA.
en presencia y
Las vesículas se añaden en las cubetas de muestra y referencia en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, que
contiene NaCí 150 mM, en presencia (círculos vados) o ausencia (círculos llenos) de EDTA 1 mM. La
SP-A se añadió en la cubeta de muestra a una concentración 5 pM. Tras 10 minutos se adicioné calcio
en las cubetas de muestra y referencia. Transcurridos otros 10 minutos se añadió EDTA en las cubetas
de muestra y referencia. Las concentraciones de calcio y EDTA fueron 5 y 16 mM, respectivamente.
En la Figura 56 se representa la agregación de vesículas ácidas y neutras inducida por
la SP-A de cerdo a distintas concentraciones de calcio. La agregación de vesículas se
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desencadena a concentraciones de calcio menores que 5 PM. La máxima agregación se
RESULTADOS Y DISCUSION 163
produce a concentraciones de calcio del orden de 0.5 mM. Concentraciones de calcio
superiores no producen incrementos en el valor de absorbancia.
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FIGURA 56. Requerimiento de calcio para la agregación de vesículas de
DPPC y DPPC/DPPG inducida por la SP-A.
Las vesículas se añaden en las cubetas de muestra y referencia en Tampón Tris-HCI
5 mM, pH 7.4 que contiene Nací 150 mM. Tras 10 minutos, se añade la SP-A en
la cubeta de muestra. Tras estabilizarse la señal de absorbancia se añaden sucesivas
alícuotas de CI2Ca con intervalos entre ellas de 7 minutos. Se representa el valor de
absorbancia a los 6 minutos de añadir el calcio, las concentraciones de SP-A y
vesículas de fosfolípidos son 5 pg/ml y 70 pg/mI respectivamente.
Nuestros resultados contrastan con los publicados por otros autores. Efrati et al.
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(1987) observaron que la agregación de liposomas formados a partir de extractos orgánicos
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del surfactante no se produce a concentraciones de calcio inferiores a 0.5 mM. En ausencia
de SP-A, y en sus condiciones experimentales, la agregación de liposomas requiere
concentraciones de calcio del orden de 10 mM. Por otra parte, Ross et al. (1991) publicaron
que la agregación de vesículas ácidas, inducida por SP-A no se produce a concentraciones
de calcio inferiores a 3 mM, alcanzándose un valor máximo cuando la concentración es de
5 mM. Estos autores incluyeron en el tampón de ensayo EOTA 0.1 mM, y no indicaban la
utilización de ningún método de determinación de la concentración de calcio Ubre en el
medio.
Es interesante resaltar el hecho de que el proceso de autoagregación de la SP-A
requiere concentraciones de calcio superiores a 0.5 mM, y alcanza un valor máximo cuando
la concentración de calcio en el medio es superior a 5 mM (Apartado 4.2.2., Figura 21).
Nuestros resultados indican que mientras que la agregación de vesículas inducida por SP-A
comienza a concentraciones de calcio inferiores a 5 pM y alcanza un valor máximo a 0.5 mM,
la autoagregación de la SP-A requiere una concentración mínima de 0.5 mM y alcanza un
valor máximo en presencia de calcio 8 mM. Estos resultados contradicen la hipótesis
propuesta por Haagsman et al. (1990) de que la agregación de vesículas inducida por la SP-A
se produce como consecuencia de la autoagregación de la SP-A unida a lípidos, ya que ambos
procesos requieren la presencia de iones de calcio a concentraciones muy diferentes.
Los estudios de unión de calcio a la SP-A, realizados mediante ensayos de diálisis de
equilibrio y cromatografía de penetrabilidad (Haagsman et al., 1990) se ajustan a un modelo
en el que la SP.A tendría dos tipos de sitios de unión, con diferentes afinidades. Las
constantes de disociación estimadas fueron 11±15 pM’ y 0.7±0.3 pM’ para los sitios de alta
y baja afinidad, respectivamente. Nuestros resultados sugieren que la unión de calcio al sitio
de alta afinidad desencadena un cambio conformacional (Apartado 4.2) necesario para que
se desencadene la agregación de vesículas inducida por la SP-A.
4.4.4. RELACION LINDO/PROTEíNA SATURANTE
La siguiente pregunta planteada es cuál es la relación lípido-proteína a la que se
produce la máxima agregación de vesículas. Los experimentos se han realizado manteniendo
constante la concentración de vesículas e incrementando la cantidad de SP-A (Figura 57 A)
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o bien manteniendo constante la concentración de proteína y modificando la concentración
de vesículas (Figura 57 B). En ambos casos los ensayos se han realizado en presencia de
NaCí 150 mM y en ausencia de calcio milirnolar.
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FIGURA 57. Relación lípido/proteína a la que se produce la máxima agregación de
vesículas de DPPC/DPPG Inducida por la SP-A.
A) Las vesículas se añaden en las cubetas de muestra y referencia en tampón Tris-CIN SmM, pH 7.4
que contiene NaCí 150 mM. La concentración de las vesículas es de 100 pg/ml. Tras 10 minutos se
añaden alícuotas de SP-A, con intervalos entre adiciones sucesivas de 7 minutos. B) Se añade la SP-A
en las cubetas de muestra y referencia en tampón Tris-C1H 5 mM, pH 7.4, que contiene NaCí 150
mM. La concentración de SP-A fue 5.65 pg/ml. Tras 10 minutos se añaden las alícuotas de lípidos
con intervalos entre elias de 7 minutos. Se representa el valor de absorbancia a los 6 minutos de
añadir la SP-A o los lípidos.
Tras la titulación de la SP-A de cerdo con vesículas de DPPC/DPPO (7:3, en peso)
se obtiene una curva hiperbólica (Figura 57 B) que alcanza la saturación a una relación
lípido/proteína en tomo a 10: 1-13:1 (en peso), relación semejante a la de la titulación inversa
(Figura 57 A). Estos valores son ligeramente superiores a los obtenidos por King y Mc Beth
(1981) para la unión de SP-A canina a vesículas de DPPC, DPPC/DPPG/POPG/Ch
1 2 3 0 10 20 30 40
(63:9:19:9, en peso), y que mostraban una relación lípido/proteína saturante en torno a 5:1-
RESULTADOS Y DISCUSION 166
7:1 (en peso). Los ensayos de unión realizados por estos autores se han desarrollado
incubando mezclas de ‘51-SP-A y vesículas lipídicas marcadas con ‘4C, y separando los
complejos lipoproteicos de la SP-A y los lipidos libres mediante centrifugación en gradiente
de densidad. Cuando los ensayos se realizan en presencia de calcio 3 mM, se incrementa la
relación lípido/proteína de las vesículas ácidas hasta valores en tomo a 25: 1 (en peso). La
cantidad de SP-A que se asocia con los lípidos es independiente de la presencia de calcio
(King et al., 1983), por lo que la modificación de la estequiometría de los complejos
lípido/proteína podría deberse a interacciones lípido-lípido mediadas por calcio. Teniendo
en cuenta la relación lípido/proteína a la que se alcanza la máxima actividad de agregación
de vesículas inducida por la SP-A, la relación lípido-proteína fijada para otros estudios de
agregación lipidica inducida por la SP.A ha sido de 14:1.
4.4.5. REQUERIMIENTO DE LAS CADENAS OLIGOSACARIDAS
La cadena de azúcares de la SP-A, así como sus propiedades de tipo lectina, parecen
implicadas en las funciones de defensa que desarrolla la SP-A en el alveolo (Van Iwaarden
et al., 1992 c; Zimmerman et al., 1992) de modo semejante a otras proteínas de la familia de
las colectinas (Sastry y Ezekowitz, 1993). Por otra parte, se cree que el dominio de
reconocimiento de carbohidratos podría tener importancia como señal que dirige a la
proteína en su tráfico intracelular (Whitsett et al., 1985; O’Reilly et al., 1988; Alcorn et al.,
1993). No se conoce todavía el requerimiento de las cadenas oligosacáridas para la ejecución
de otras funciones de la SP-A (inhibición de la secreción del surfactante, formación de
mielina tubular, etc.). Tampoco está claro el requerimiento del dominio de unión de
carbohidratos y de las cadenas de oligosacáridas de la SP-A para la actividad de agregación
de vesículas. Haagsman y colaboradores (1991) demostraron que la actividad de agregación
de vesículas de la SP-A disminuye drásticamente cuando la proteína se encuentra
desglicosilada. Los ensayos de agregación lipídica dependiente de SP-A realizados por estos
autores se ajustan al modelo representado en la Figura 54 A. Por tanto, los estudios se basan
en la inducción de la agregación de fosfolípidos unidos a SP-A por adición de calcio 5 mM.
La interpretación que hacen estos autores de sus resultados es que la agregación de vesículas
es un proceso dependiente de la autoagregación de la SP-A, y que este proceso de
autoagregación ocurre mediante la interacción de las cadenas oligosacáridas de una
molécula de SP-A con los sitios de unión de carbohidratos de la otra, y viceversa. Este tipo
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de interacción de tipo lectina, es dependiente de calcio. La desglicosilación de la SP-A
impediría la existencia de este tipo de interacciones, disminuyendo en gran medida la
agregación de vesículas de fosfolípidos.
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FIGURA 58. Importancia de las cadenas oligosacáridas de la SP-A
agregación de vesículas.
en la actividad de
Las vesfculas se añaden en las cubetas de muestra y referencia en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4,
que contiene NaCí 150 mM. Tras 10 minutos se añade la SP-A desglicosilada (círculos vacíos) o
control (círculos llenos), incubada con todos los componentes de la reacción de desgflcosilación, pero
sin enzima, en la cubeta de muestra. Posteriormente se añade calcio en las cubetas de muestra y
referencia. Las concentraciones de fosfolipidos, SP-A y calcio en el ensayo son 70 pg/ml, 5 pg/ml y
2 mM, respectivamente.
10 20 30 10 20 30
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Los estudios de agregación lipidica con SP-A desgilcosilada y SP-A control (incubada
con todos los componentes de la reacción de desgticosilación, pero sin enzima) se recogen
en la Figura 58. Los experimentos se han llevado a cabo con vesículas neutras (DPPC) y
ácidas (DPPC/PG, 7:3, en peso). La desglicosilación de la SP-A reduce su actividad de
agregación de vesículas fosfolipídicas a concentraciones de Ca2~ micromolares (5 pM). La
adición de calcio 2 mM incrementa los valores de absorbancia tanto de las muestras con SP-
A control como con SP-A desglicosilada. Además, la magnitud del incremento de absorbancia
que se produce tras la adición de calcio 2 mM es semejante en ambos casos. La máxima
agregación de vesículas inducida por la SP-A desglicosilada es menor que la inducida por la
SP-A control (Figura 58).
La Figura 59 muestra la actividad de agregación de la SP-A control y desglicosilada
en función de la concentración de Ca2. Se observa que el requerimiento de calcio para la
agregación de vesículas es el mismo para la SP-A control que para la desglicosilada, aunque
la extensión de la agregación sea superior en la SP-A control,en un 25%
La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS de muestras de SP-A
control y desglicosilada (Figura 18) muestra una eliminación total de la banda correspondien-
te a la proteína glicosilada después del tratamiento con la enzima desglicosilante. Es posible
que exista una cantidad de proteína glicosilada, que no pueda detectarse por la técnica de
teñido con azul de Coomasie. En cualquier caso debe ser una cantidad pequeña, y sería
esperable que la actividad de agregación de vesículas residual, inducida por esa posible
proteína glicosilada fuese escasa.
Los resultados presentados en las Figuras 58 y 59 muestran que la desglicosilación
de la SP-A reduce su capacidad de agregar vesículas, y que el requerimiento de Ca2 del
proceso es similar para la SP-A control y la SP-A desglicosilada. Estos resultados podrían
indicar que la eliminación de las cadenas oligosacáridas alteraría la estructura de la proteína,
disminuyendo su capacidad para agregar vesículas fosfolipídicas. Las cadenas de carbohidra-
tos de la SP-A podrían ser importantes para la adquisición o estabilización de una
determinada estructura en la que la SP-A tiene la máxima actividad de agregación de
vesículas. De acuerdocon esta interpretación, la agregación de vesículas inducida por la SP-A
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seria un proceso no dependiente de la autoagregación de la proteína producida por
interacciones lectina-lectina.
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FIGURA 59. Requerimiento de calcio para
SP-A control y desglicosilada.
la agregación de vesículas de DPPC/PG para la
Las vesículas se añaden en las cubetas de muestra y referencia en Tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4 que
contiene NaCí 150 mM. Tras 10 minutos, se añade la SP-A control o desglicosilada en la cubeta de
muestra. Tras estabilizarse laseñal de absorbancia se añaden sucesivas alícuotas de CI
2Ca con intervalos
entre ellas de 7 minutos. Se representa el valor de absorbancia a los 6 minutos de añadir el calcio. las
concentraciones de SP-A y vesículas de fosfolipidos son 5 pg/ml y 70 pg/ml respectivamente.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, es claro que el proceso de agregación
de vesículas inducido por la SP-A no sería dependiente de la autoagregación de la proteína
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producida por interacciones lectina-lectina, ya que la agregación de vesículas ocurre con la
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proteína desglicosilada (Figuras 58 y 59). Tampoco parece probable que el proceso de
agregación de vesículas fosfolipídicas unidas a la SP-A dependa de la autoagregación e la
proteína en presencia de calcio, ya que la autoagregación de la proteína requiere
concentraciones de calcio superiores a 0.5 mM, mientras que el proceso de agregación de
vesículas dependiente de SP-A comienza a concentraciones de calcio inferiores a 5 pM.
De acuerdo con estos hechos sugerimos el siguiente mecanismo, a través del cual se
formarían los agregados lipoproteicos:
La agregación de vesículas se produciría como consecuencia de la unión de
éstas a la SP-A. La naturaleza oligomérica de la SP-A permitiría la uión
simultánea de más de una vesícula a la proteína, y al mismo tiempo, y debido
al tamaño de una vesícula fosfolipidica, ésta podría interaccionar con más de
una molécula de SP-A. De esa manera se formaría un entramado lipoproteico
en cuya formación estarían implicadas interacciones proteína-proteína. La
formación de este agregado lipoproteico requiere calcio en concentraciones
micromolares. La presencia de EDTA cambia la conformación de la SP-A y
disocia el complejo lipoproteico.
Los resultados obtenidos (Figuras 58 y 59) podrían tener otra segunda interpretación,
que nos conduciría a establecer una segunda hipótesis sobre el mecanismo de formación de
agregados. Es posible que la disminución de la extensión de la agregación que se produce
con la proteína desglicosilada con respecto a la proteína control (Figuras 58 y 59) se deba al
hecho de que cuando la proteína está desglicosilada, se producen únicamente interacciones
proteína-lípido, descritas previamente, mientras que cuando la proteína está glicosilada se
podrían producir, además, interacciones proteína-proteína de tipo lectina. Esto es posible si
tenemos en cuenta que la unión de azúcares a la SP-A es un proceso dependiente de calcio,
produciéndose la unión a partir de concentraciones de Ca2 del orden de 5-10 pM,
alcanzándose la unión máxima en el rango 0.1-1 mM (Haurum et al., 1993). Esto sugiere que
la unión de lípidos a la proteína y las interacciones de tipo lectina se podrían producir
simultáneamente, lo que conduciría a un tipo de agregado lipoproteico en el que las
interacciones proteína-proteína estarían implicadas en la organización de dicho entramado.
El hecho de que disminuya la extensión de la agregación con la proteína desglicosilada
podría interpretarse en términos de participación de las interacciones de tipo lectina-lectina
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en la organización del agregado. Por otra parte, el hecho de que no se altere el requerimien-
to de calcio para la agregación de vesículas mediada por la proteína desglicosilada indicaría
que ambos procesos -interacciones lectina-lectina- y entrecruzamiento de vesículas de
fosfolípidos y SP-A- hipotéticamente implicados en la agregación de vesículas, podrían tener
el mismo requerimiento de calcio.
Esta segunda interpretación de los resultados explicarla también los experimentos
publicados por Haagsman y colaboradores (1991) en los que observaban que la agregación
de vesículas inducida por SP-A se revierte parcialmente al adicionar al medio de ensayo el
fragmento resitente a colagenasa (añadido 10 veces en exceso). Dicho fragmento no une
lípidos (Haagsman et al., 1989; Ross et al., 1991), de manera que la disminución de la
extensión del agregado debe atribuirse a la disminución de interacciones de tipo lectina entre
moléculas de SP-A como consecuencia de la competición con el fragmento. Dicho fragmento
actuaría al mismo tiempo como ligando para la SP-A y como lectina que une la cadena
oligosacárida de la SP-A.
Para estudiar si la capacidad de la SP-A de unir carbohidratos está implicada en la
agregación de vesículas, se diseñaron experimentos en los que el manano, un homopolisacári-
do de manosa, se utilizó para disociar el agregado. La Figura 60 muestra que la adición de
manano, utilizado en exceso, al medio de ensayo en el que se encuentran agregados de
vesículas neutras (A) o ácidas (B) con SP-A, causa una disminución de absorbancia que
puede ser interpretada como una disminución de la extensión del agregado al romperse
interacciones lectina-lectina entre moléculas de SP-A. La disminución que se produce es
mayor con vesículas neutras que con vesículas ácidas. Estos resultados podrían deberse a la
estabilización por el calcio de los agregados formados por vesículas ácidas, al establecerse
interacciones entre fosfolípidos ácidos de vesículas distintas.
De acuerdo con la interpretación anterior de los resultados, sugerimos el siguiente
mecanismo de formación de agregados de vesículas mediados por SP-A:
La agregación de vesículas fosfolipídicas se produciría como consecuencia de
la unión de vesículas a la SP-A, tal y como se indicó anteriormente.
Simultáneamente, se producirían interacciones proteína-proteína, de tipo
lectina, que afectarían a la organización tridimensional, y a la extensión del
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agregado. La presencia de EDTA disociaría dicho complejo, debido al
requerimiento de calcio para la interacción lectina-lectina y el entrecruza-
miento de vesículas de fosfolípidos y SP-A.
Los resultados que aparecen en esta memoria sugieren que existen dos tipos de
interacciones entre moléculas de SP-A: interacciones laterales, en las que estarían implicados
los dominios colagénicos y serían independientes de las propiedades de tipo lectina de la SP-
A, e interacciones radiales, a través de los dominios globulares y dependientes de las
propiedades de tipo lectina. Las propiedades de tipo lectina de la SP-A podrían estar
implicadas en la formación de la mielina tubular.
4A.6.INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE LA AGREGACION DE VESíCULAS
INDUCIDA POR LA SP-A
Se ha estudiado también el efecto de la temperatura sobre la agregación de vesículas
de fosfolípidos inducida por la SP-A. Se han realizado ensayos en los que se han incubado
vesículas de DPPC, DPPC/DPPG (7:3, m/m) y DMPG con SP-A en ausencia de calcio mili-
molar a distintas temperaturas (Figura 61). El estudio pone de manifiesto que el proceso
depende de la temperatura. Se observa que la agregación es mayor a temperaturas por
debajo de la temperatura de transición de fase (410 C para las vesículas de DPPC y
DPPC/DPPG y de 230C para las vesículas de DMPG).
De acuerdo con los estudios realizados por otros grupos previamente, no es previsible
que se produzca desnaturalización térmica de la SP-A a temperaturas inferiores a 5Q0 C
(Haagsman et al., 1989). Para excluir la posibilidad de que la disminución de la agregación
se deba a inactivación de la SP-A, en otros experimentos se ha calentado la SP-A a 500 C
durante 10 minutos en ausencia de fosfolípidos y se ha comparado la actividad de agregación
a 370C de vesículas de DPPC con la de SP-A control no sometida a calentamiento. En la
Figura 62 se observa que la SP-A calentada a 500C no pierde la capacidad de agregar
vesículas de DPPC, lo que sugiere que la inhibición de la agregación no se debe a
alteraciones estructurales de la SP-A. Estos resultados muestran que la agregación de
vesículas inducida por la SP-A depende del estado físico de las vesículas. La magnitud de la
agregación es mayor en el estado gel que en el líquido-cristalino. Mediante estudios de
fluorescencia (Figura 53) se ha mostrado que la interacción de los lípidos con la SP-A
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depende asimismo del estado físico de las vesículas. Los resultados de agregación obtenidos
probablemente se deban a una menor interacción de los lípidos con la SP-A a temperaturas
por encima de la temperatura de transición de fase.
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FIGURA 61. Influencia de la temperatura en la agregación de vesículas
de fosfolípidos inducida por la SP-A.
Las vesículas se añaden en las cubetas de muestra y referencia a cada temperatu-
ra en tampón Tris-CII-f 5 mM, pH 7.4, que contiene NaCí 150 mM. Tras 10
minutos se añade la SP-A. Se representa el valor de absorbancia obtenido 10
minutos después de adicionar la SP-A. Las concentraciones de SP-A y vesículas
son 5 y 70 pg/ml, respectivamente.
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La siguiente pregunta planteada fue si los complejos lipoproteicos formados son
estables al elevar la temperatura por encima de la temperatura de transición de fase. Para
comprobarlo se incubaron vesículas de DPPC en ausencia de calcio miimolar a 200 C y se
elevó la temperatura de una manera continua hasta 490C (Figura 63). Se observa que los
complejos lípido-proteína se disocian al elevar la temperatura por encima de la transición de
fase.
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FIGURA 62. Agregación de vesículas de DPPC inducida por la SP-A nativa
y calentada a 500 C durante 10 minutos.
Las vesículas se añaden en las cubetas de muestra y referencia en tampón Tris-HCI,
5 mM pH 7.4, que contien NaCí 150 mM. Tras 10 minutos se añade en la cubeta de
muestra SP-A control o calentada a 500C durante 10 minutos. Posteriormente se
adicionó calcio en las cubetas de muestra y referencia. Las concentraciones de SP-A,
fosfolipidos y calcio son 5 pg/ml, 70 pg/ml y 5 mM respectivamente.
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FIGURA 63. Influencia de la temperatura en la agregación de vesículas de
DPPC.
Las vesículas se añadieron en ausencia de calcio en las cubetas de muestra y
referencia en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, que contiene NaCí 150 mM sin SP-A
(cubeta de referencia) y con SP-A (cubeta de muestra) a 200C (a) o a 500C (b). Latemperatura se varió con una velocidad de barrido de 0.50C/minuto. Las concentra-
clones de SP-A y DPPC fueron 5 y 70 pg/ml.
También se han realizado experimentos en los que se incuban la SP-A con DPPC a
490C y se disminuye la temperatura progresivamente (Figura 63). Se observa que la
agregación de vesículas es escasa por encima de la temperatura de transición de fase,
probablemente debido a la escasa interacción de las vesículas de DPPC con la SP-A. Al
disminuir la temperatura se incrementa la agregación lipídica alcanzándose valores de
agregación semejantes a los que se producían incubando la mezcla de SP-A y vesículas a
4
E
e
o
o
t4
c
•0
ci
o
o,
o>
U.
o,
cz
1
RESULTADOS Y DISCUSION 176
temperaturas por debajo de la temperatura de transición de fase, lo que confirma que la
proteína no pierde su capacidad de agregación tras el calentamiento a 490 C, y muestra que
el proceso es reversible.
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FIGURA 64. Efecto de la fuerza ¡única en la agregación de vesículas de DPPC y
DPPC/DPPG inducida por la SP-A.
Las vesículas de DPPC y DPPC/DPPG (7:3, en peso) se añaden en las cubetas de muestra y
referencia en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, en presencia (circulos llenos) o en ausencia (Círculos
vacíos) de NaCí 150 mM. Posteriormente se añade la SP-A (cubeta de muestra), calcio (cubetas de
muestra y referencia) y EDTA (cubetas de muestra y referencia). Las concentraciones de SP-A,
fosfolípidos, calcio y EDTA utilizadas son 5 pg/ml, 70 pg/ml, 5 mM y 16 mM respectivamente.
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44.7. INFLUENCIA DE LA FUERZA IONICA EN LA AGREGACION DE VESíCULAS
INDUCIDA POR LA SP-A
Los resultados que aparecen en esta memoria indican que la fuerza iónica modifica
algunas propiedades de la SP-A: induce autoagregación de la proteína (Apartado 4.2.2.,
Figura 22) y permite la interacción de la SP-A con vesículas de fosfolípidos ácidos (Apartado
4.3.3., Figura 50; Apartado 4.3.4., Figura 52). Por tanto, es lógico pensar que puede también
influir en la agregación de vesículas inducida por la SP-A. En la Figura 64 se recogen los
estudios de agregación de vesículas de DPPC y DPPC/DPPG (7:3, en peso) inducida por la
SP-A de cerdo en presencia o ausencia de NaCí 150 mM.
Se puede observar que la SP-A agrega vesículas de fosfolípidos ácidos en presencia,
pero no en ausencia de NaCí. Sin embargo, la SP-A si agrega vesículas de DPPC a baja
fuerza iónica. Como se ha discutido previamente (Apartado 4.3.4., Figura 52) la interacción
de la SP-A de cerdo y humana con las vesículas de fosfolípidos ácidos se anula en ausencia
de NaCí, por lo que la inhibición de la agregación puediera deberse a una menor unión de
estas vesículas a la SP-A a baja fuerza iónica. Los incrementos de absorbancia que se
producen para las vesículas de DPPC en presencia y ausencia de NaCí son semejantes. Por
— tanto, el NaCí no tiene ningún efecto sobre la agregación de vesículas neutras. En el caso de
las vesículas ácidas permite la unión de estas vesículas a la SP-A y, por tanto, la agregación
de las mismas.
4.4.8. AGREGACION DE VESíCULAS A PH ACIDO
La SP-A autoagrega a pl-! ácido en ausencia de calcio y de fuerza iónica. A pH ácido
se observan alteraciones estructurales en la SP-A que se manifiestan en cambios en el
espectro de dicroismo circular y las propiedades fluorescentes de la proteína. Es posible, por
tanto, que la acidificación del medio modiflque las propiedades de agregación de vesículas
de la SP-A. Hasta el momento sólo se ha publicado que la SP-A agrega vesículas constituidas
por extractos orgánicos del surfactante que contienen las proteínas hidrofóbicas a pH 4.4 en
ausencia de calcio micromolar. La magnitud de la agregación observada por estos autores a
pH 4.4 en ausencia de calcio es semejante a la que obtienen a pH 7.4 en presencia de calcio
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2 mM. Igualmente estos autores muestranla formación de figuras semejantes a las de mielina
tubular obtenidas al incubar muestras de surfactante a pH 4.4 en presencia de EDTA 5 mM
(Efrati et al., 1987). De acuerdo con estos resultados, se proponía un modelo en el que el
calcio y los protones actuaban, al menos en parte, neutralizando cargas debidas a grupos
carboxilo de la SP-A. Los estudios realizados se han centrado en comprobar si la SP-A de
cerdo agrega vesículas de lípidos en ausencia de las proteínas hidrofóbicas, y si los protones
son capaces de sustituir el efecto provocado por la fuerza iónica o el calcio. En la Figura 65
se compara la agregación de vesículas de DPPC/DPPO (7:3, en peso) a pH 7.4 y pH 4.5 en
presencia y ausencia de NaCí. Se observa un mayor incremento de absorbancia a 360 nm, tras
la adición de la SP-A a la cubeta de muestra, a pH ácido que a pH neutro. Por otro lado,
la SP-A agrega vesículas ácidas a pH 4.5 en ausencia de NaCí a pH ácido, pero no a pH
neutro. La máxima agregación se produce tras la adición de calcio miimolar.
En la Figura 66 se muestra que la agregación de vesículas de DPPC y DPPC/DPPG
(7:3, en peso) a pH 4.5 no se inhibe en presencia de EDTA 1 mM. Estos resultados coinciden
con los de autoagregación que mostraban que la autoasociación de la proteína a pH ácido
era independiente de la unión de calcio al sitio de alta afinidad de la proteína, y apoyan la
hipótesis de un cambio estructural de la SP-A que modifica las propiedades de agregación
de la proteína. Existen dos conformaciones de la SP-A que pueden agregar vesículas de
fosfolípidos: una a pH 7.4 en presencia de calcio micromolar y otra a pH ácido en ausencia
de calcio. Además el tipo de agregación a pH neutro y ácido es diferente. A pH neutro la
magnitud de la agregación es semejante para vesículas de DPPC y DPPC/DPPQ /7.3, en
peso). Al acidificarse el medio se incremente la agregación de vesículas ácidas y disminuye
considerablemente la agregación de vesículas de DPPC. En ambos casos la máxima
agregación se produce en presencia de calcio milimolar.
Los resultados obtenidos muestran una marcada reducción de la agregación de
vesículas neutras a pH ácido. Los resultados podrían explicarse de acuerdo con los dos
modelos propuestos para la agregación de vesículas inducida por la SP-A. La unión de
carbohidratos a la SP-A se anula a pH ácido (Haurum et al., 1993). Por tanto, es posible que
a pH ácido no puedan establecerse interacciones proteína-proteína de tipo lectina. En esas
condiciones sólo podrían establecerse interacciones proteína-lípido, lo que conduciría a una
extensión menor del agregado.
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FIGURA 65. Efecto de la fuerza ¡única en la agregación de vesículas de
DPPC/DPPG a pH ácido.
Las vesículas se añadieron en las cubetas de muestra y referencia, en tampón Tris-
HCI 5 mM pH 7.4 o en tampón Tris-HCI 5 mM, Acetato sádico 25 mM, pH 4.5,
en ambos casos en presencia y ausencia de NaCí 150 mM. Tras 10 minutos se
añadió en la cubeta de muestra SP.A (5 pg/ml). Transcurridos otros 10 minutos
se adicionó CaCI2 5 mM en las cubetas de muestra y referencia.
Los resultados obtenidos también podrían explicarse como consecuencia de una
reducción de la afinidad de la SP-A por los fosfolípidos a pH ácido. Como consecuencia de
ello podrían reducirse el entrecruzamiento de vesículas de fosfolípidos y SP-A, lo que
también conduciría a la reducción de la extensión del agregado. Los resultados que aparecen
en esta memoria muestran que la SP-A tiene una gran tendencia a autoagregar a pH ácido.
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FIGURA 66. Agregación de vesículas de fosfolípidos a pH ácido en presencia y ausencia de
EDTA.
Las vesículas de fosfolípidos se añadieron en tampón Tris-HCI 5 mM, pH 7.4 o en tampón Tris-HCI
25 mM, Acetato sódico 25 mM pH 4.5, en ambos casos en presencia y ausencia de EDTA 1 mM. Con
intervalos de 10 minutos se añadió SP-A (en la cubeta de muestra) y calcio (en las cubetas de muestra
y referencia. Las concentraciones de SP-A y calcio fueron 5 pg/ml y 5 mM, respectivamente.
Los estudios estructurales realizados sugieren que el tipo de agregación de la SP-A
a pH ácido es distinto del que se produce a pH neutro inducido por calcio y cloruro sádico.
El espectro de dicroísmo circular refleja asimismo la diferencia estructural de la SP-A a pH
4.5 frente a pH 7.4. No se conoce la región de la SP-A que interacciona con los fosfolípidos,
aunque se ha propuesto que la región de unión entre el dominio colagénico y el dominio
.
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tipo lectina es la zona implicada en la unión a los lípidos (Ross et al., 1986). Esa región
reúne los requisitos estructurales necesarios para formar una hélice anfipática (Mc Lean et
al., 1993). En esa región existe abundancia de residuos cargados negativamente (4), 3
histidinas y 1 arginina. La acidificación del medio podría reducir la carga superficial de la
región y podría favorecer la autoasociación para esconder los residuos hidrofóbicos del
medio. De esta manera podría explicarse la tendencia de la SP-A a autoagregar y quizás
reduciría la afinidad de la proteína por los lípidos.
La diferencia observada en la agregación de vesículas ácidas y neutras parece, en
principio, atribuible a razones electrostáticas. Al acidificarse el medio pueden aparecer
regiones cargadas positivamente en la proteína que favorezcan la unión de vesículas cargadas
negativamente. Fenómenos de este tipo se han descrito. Distintas proteínas como la
mioglobina, ribonucleasa, lisozima e inhibidor de tripsina unen fosfolipidos ácidos cuando el
pH del medio es inferior a su punto isoeléctrico y el número de cargas positivas de la
proteína es superior al de negativas al menos en 3 unidades (Bergers et al., 1993). No se
observa unión de fosfolípidos zwiteriónicos en ningún caso a cualquier valor de pH, lo que
demuestra la naturaleza electrostática de la interacción. Asimismo, una interacción de este
tipo controla la unión de la melitina a los fosfolípidos (Beschiaswii y Seelig, 1990) y de
numerosas toxinas como la colicina A (Parker et al., 1990) o la exotoxina A de Pseudomonas
aeruginosa (Menestrina et al., 1991). En este último caso se requiere además un cambio
estructural en la toxina inducido por el pH ácido (Menestrina et al., 1990).
Por tanto, la acidificación del medio modifica de manera considerable las propiedades
de agregación de la SP-A. Se reduce de manera considerable la agregación de vesículas
neutras y se incrementa la agregación de vesículas ácidas. Las diferencias observadas podrían
tener implicaciones funcionales en la organización de los lípidos del surfactante en los
cuerpos lamelares, donde el pH es ácido (Chander et al., 1986) y en el espacio alveolar
donde es neutro (Nielson et al., 1981, 1984) y podría tener implicaciones en la transformación
de los cuerpos lamelares en mielina tubular. El cambio de pH ácido a pH neutro podría
implicar la disociación de agregados lipídicos inducidos por la SP-A, permitiendo la
desorganización del contenido de los cuerpos lamelares en mielina tubular. Asimismo, el
empaquetamiento de las bicapas lipídicas en los cuerpos lamelares podría depender de la
presencia de fosfolípidos ácidos y, entre otras razones, podría explicar la elevada proporción
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de fosfolípidos ácidos, fosfatidilglicerol o fosfatidiinositol, encontrada en el surfactante
pulmonar.
4.4.9. AGREGACION DE COMPLEJOS LIPIDO-PROTEINA HIDROFOBICA
Por último se ha investigado la capacidad de la SP-A de cerdo de agregar complejos
lípoproteicos constituidos por la mezcla de fosfolípidos con las proteínas SP-B y SP-C. La
relación lípido/proteína hidrofóbica empleada ha sido 10:1 (en peso). Previamente a los
estudios de agregación se han caracterizado ambas proteínas desde el punto de vista de su
movilidad electroforética y composición de aminoácidos.
En la Figura 67 se observa que a pH 7.4, se produce un incremento de absorbancia
mayor cuando la SP-A de cerdo se añade a la cubeta de muestra que contiene complejos
fosfolípido/SP-C que cuando se añade a cubetas que contienen vesículas de fosfolípidos o
complejos fosfolípido/SP-B. En todos los casos la máxima agregación se produce tras la
adición de calcio milimolar. El proceso se revierte en presencia de EDTA 10 mM. Los
resultados son semejantes para vesículas ácidas y neutras.
Se ha publicado que la SP-B induce agregación de vesículas de fosfolípidos en
ausencia de calcio (Poulain et al., 1992). Por tanto, es posible que la menor agregación
inducida por la SP-A para complejos lípido/SP-B se deba a que ya exista agregación lipídica
antes de adicionar la SP-A. Al añadir esta última se registra la variación de absorbancia
inducida por esta proteína. En definitiva se trata de una diferencia de absorbancia que es
menor para los complejos lipoproteicos que contienen SP-B. Para comprobarlo se ha medido
la absorbancia de complejos fosfolípido/SP-C, fosfolipido/SP-B y vesículas de fosfolípidos
frente a agua destilada que se coloca en la cubeta de referencia (Resultados no mostrados).
Se aprecia que en ausencia de SP-A, la absorbancia es mayor para complejos lipido/SP-B que
para complejos lípido/SP-C y vesículas de fosfolípidos, lo que confirma la existencia de
agregación inducida por la SP-B. La SP-A induce agregación en todos los casos. En presencia
de las proteínas hidrofóbicas la absorbancia de las muestras es marcadamente superior a la
de las vesículas de fosfolípidos que no contienen SP-B ni SP-C.
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LIPIDOS SOLOS y LIPIDOS + SP—B Y LIPIDOS + SPC—C
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FIGURA 67. Agregación de complejos fosfolípido/protefna hidrofóbica inducida por la SP-A.
Los fosfolípidos, con o sin SP-B y SP-C se añadieron a las cubetas de muestra y referencia en tampón
Tris-HCI 50 mM, pH 7.4 en presencia de NaCí 100 mM. Con intervalos de tiempo de 10 minutos se
añadió SP-A (cubeta de muestra), calcio (cubetas de muestra y referencia) y EDTA (cubetas de muestra
y referencia). Las concentraciones de fosfolípidos, SP-A, calcio y EDTA fueron 100 pg/ml, 10 ¡sg/mt,
1 mM y 5 mM. La relación fosfolípido/proteina hidrofóbica fue 10:1 (en peso).
Poulain y colaboradores (1992) han publicado que la SP-A, que no induce fusión de
membranas, estiniula la capacidad fusogénica de la SP-B en presencia de calcio. De acuerdo
con los resultados publicados por estos autores, sería esperable que la adición de EDTA no
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revirtiera la agregación de muestras en presencia de SP-A, SP-B y calcio. Sin embargo
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(Figura 67) en presencia de EDTA 10 mM la absorbancia de muestras que tienen SP-A y las
que carecen de esta proteína son semejantes. Por tanto no es probable que la SP-A
incremente la capacidad fusogénica de la SP-B, al menos en nuestras condiciones
experimentales.
La presencia de las proteínas hidrofóbicas puede modificar los requisitos y
características de la agregación de vesículas inducida porla SP-A. La adición de SP-B o SP-C
podría alterar las propiedades de la SP.A a través de interacciones proteína-proteína o bien
modificar las propiedades de los lípidos. Hasta el momento no ha aparecido ningún trabajo
que describa la existencia de interacciones proteína-proteína en el surfactante pulmonar,
aunque se ha descrito que la SP-A mejora la adsorción de extractos lipídicos del surfactante
que contienen las proteínas hidrofóbicas SP-B y SP-C (Hawgood et al 1987, Baatz et al 1990)
y que la SP-A en presencia de calcio aumenta la capacidad fusogénica de la SP-B (Poulain
et al 1992). Asimismo, la formación de la mielina tubular requiere la presencia simultánea
de SP-A y SP-B en presencia de fosfolípidos ácidos y calcio (Suzuki et al 1989, Williams et
al 1991, Poulain et al 1992), aunque para ello no necesariamente tienen que estableceres
interacciones proteína-proteína. Sí se ha observado que las proteínas hidrofóbicas modifican
las propiedades de los lípidos. Mediante microscopia electrónica se ha observado que
vesículas de DPPC/PO de huevo en presencia de SP-B aparecen como discos de membrana
de 50.70 nm, a veces agregados y estructruras multilamelares (Poulain et al 1992). La SP-C
también induce la formación de discos y fragmentos de membranas sin que se aprecien
estructuras multilamelares, probablemente debido a que la SP-C no induce mezcla del
componente lipídico de membranas (Poulain et al., 1992). Es por tanto posible, que la
agregación inducida por la SP-A se produzca sobre estructuras de membrana distintas de las
vesículas unilamelares pequeñas empleadas en los estudios en ausencia de proteínas
hidrofóbicas. No hemos caracterizado los complejos lípido/SP-E y lípido/SP-C empleados en
nuestros ensayos, y las condiciones de preparación de los complejos lipoproteicos utilizados
por Poulain y colaboradores y las nuestras son diferentes. La principal diferencia consiste en
que las proteínas hidrofóbicas se incorporan disueltas en metanol a las vesículas formadas
previamente. Por tanto, no puede asegurarse que los complejos lipoproteicos de nuestros
ensayos sean semejantes a los descritos por Poulain y colaboradores (1992), pero es bastante
probable que las proteínas hidrofóbicas modifiquen sustancialmente la organización de los
lípidos. Así, se ha descrito que la SP-E induce mezcla del componente lipídico de vesículas
(Oosterlaken-Dijksterhuis et al., 1992; Poulain et al., 1992). La SP-C no induce fusión de
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membranas (Oosterlaken-Dijksterhuis et al., 1992; Poulain et al., 1992). Tanto la SP-B
(Hawgood et al., 1987; Revak et al., 1988) como la SP-C (Warr et al., 1987; Revak et al.,
1988) aumentan la velocidad de adsorción de los fosfolípidos a la interfase aire-líquido.
Por tanto, las proteínas hidrofóbicas SP-B y SP-C incrementan la capacidad de
agregación de la SP-A. El proceso podría implicar la existencia de interaccciones proteína-
proteína o bien producirse a través de la modificación de las propiedades de los lípidos.
4.4.10. SUMARIO
Los resultados que se muestran en este apartado muestran que la actividad de
agregación de vesículas de fosfolípidos inducida por la SP-A a pH neutro se inhibe en
presencia de EDTA, lo que demustra que el proceso es dependiente de calcio. La agregación
de vesículas se desencadena a concentraciones de calcio inferiores a 5 pM, y alcanza un valor
máximo para una concentración de calcio del orden de 0.5 mM. El requerimiento de calcio
de la agregación de vesículas inducida por la SP-A es diferente al de la autoagregación de
la proteína, lo que indica que el proceso de agregación lipídica no se produce como
consecuencia de la autoagregación de la SP-A unida a lípidos. La máxima actividad de
agregación de vesículas se alcanza a una relación fosfolípido/SP-A en torno a 10:1-13:1.
La desglicosilación de la SP-A reduce su actividad de agregación de vesículas
(aproximadamente un 25%), sin que se modifique el requerimiento de calcio del proceso.
Sugerimos dos posibles mecanismos a través de los cuales se podría producir la agregación
de vesículas inducida por la SP-A: la agregación de vesículas se produce, según esta primera
hipótesis, como consecuencia de la unión de las vesículas a la SP-A. La naturaleza
oligomérica de la proteína permitiría la unión de más de una vesícula de fosfolípidos a la
SP-A. El tamaño de las vesículas permitiría la interacción con éstas de más de una molécula
de SP-A. De acuerdo con esta hipótesis, la desglicosilación de la SP-A podría alterar la
estructura de laproteína, disminuyendo su capacidad de agregar vesículas. Elsegundo modelo
propuesto para la agregación de vesículas de fosfoIípidos inducida por la SP-A, supone que
simultáneamente a la agregación producida por interacciones proteína-lípido, se producen
interacciones proteína-proteína, de tipo lectina. La desglicosilación de la SP-A anula estas
interacciones, disminuyendo la extensión del agregado.
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La agregación de vesículas de fosfolípidos (DPPC, DMPG y DPPC/DPPG) se reduce
a temperaturas por encima de la temperatura de transición de fase de las mismas,
probablemente debido a una menor interacción de la SP-A con las vesículas en el estado
fluido.
La SP-A agrega vesículas de fosfolípidos neutros tanto a baja fuerza iónica como a
fuerza iónica fisiológica. La agregación de vesículas ácidas requiere la presencia de NaCí 150
mM. La inhibición de la agregación de vesículas ácidas a baja fuerza iónica podría deberse
a la ausencia de interacción entre la SP-A y las vesículas en esas condiciones.
La SP-A agrega vesículas de fosfolípidos a pH ácido. El proceso es independiente de
calcio, ya que la agregación no se inhibe en presencia de EDTA 1 mM. A pH ácido se
produce la agregación de vesículas ácidas a baja fuerza iónica, probablemente por la
neutralización a pH 4.5 de las cargas negativas superficiales de la SP-A que impedían la
interacción de las vesículas ácidas con la SP-A a pH neutro. Además la agregación de
vesículas a pH ácido y pH neutro son cualitativamente distintas. A pH 7.4 la extensión de
la agregación es semejante para vesículas neutras y vesículas ácidas. A pH 4.5 se reduce la
magnitud de la agregación de vesículas de DPPC y se incrementa la extensión de la
agregación de vesículas de DPPC/DPPG. Los resultados podrían deberse o bien a la
anulación de las interacciones lectina-lectina a pH ácido, como consecuencia de la ausencia
de unión de los azúcares al sitio de unión de carbohidratos de la SP-A a pH ácido, o por
una menor afinidad de la SP-A por los fosfolípidos a pH ácido. El incremento de la
agregación de vesículas ácidas a pH ácido podría deberse a atracción electrostática entre
zonas de la proteína cargadas positivamente y las cargas negativas de las vesículas. La
presencia de fosfolipidos ácidos podría ser necesaria en los cuerpos lamelares, a pH ácido,
y entre otras razones, podría explicar su abundancia en el surfactante.
Las proteínas hidrofóbicas incrementan la actividad de agregación de vesículas
inducida por ¡a SP.A. El proceso podría deberse a la alteración de las propiedades de los
fosfolípidos o bien a la existencia de interacción entre la SP-A y las proteínas hidrofóbicas.
En contraste con los resultados publicados por otros autores, en nuestras condiciones
experimentales, la SP-A no parece incrementar la actividad fusogénica de la SP.B.
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1) Se han determinado algunas características estructurales de la SP-A de cerdo y
humana, tales como composición de aminoácidos, movilidad electroforética y
estructura secundaria. Las características estructurales de la SP-A humana han sido
publicadas anteriormente por otros autores. Sin embargo, no hay datos en la
bibliografía sobre las características estructurales de la SP-A porcina. En esta
memoria se demustra que la SP-A tiene características estructurales similares a la SP-
A humana y que los datos obtenidos son similares a los publicados por otros autores.
Hasta el momento no hay datos de las características fluorescentes de la SP-A en
ninguna especie. En esta memoria se recogen los espectros de emisión de fluorescen-
cia de la SP-A porcina y humana. Dichos espectros se caracterizan por presentar dos
máximos de emisión a 326 y 337 nm, tanto excitando a 275 como a 295 nm, lo que
indica heterogeneidad en la emisión de los residuos de triptófano de la SP-A. La
emisión de fluorescencia a esas longitudes de onda revela que los residuos de
triptófano de la SP-A se encuentran parcialmente enterrados en la matriz proteica.
2) El segundo bloque de estudios realizados se han centrado en el estudiar el efecto del
medio iónico (calcio, fuerza iónica y pH ácido) en la estructura de la SP-A. La SP-A
sufre un cambio conformacional como consecuencia de la unión de calcio, en
concentraciones del orden micromolar. Este cambio conformacional se manifiesta
mediante espectroscopia de fluorescencia (incremento de la intensidad de emisión de
fluorescencia, desplazamiento hacia el azul de los máximos de emisión y mayor
protección frente al apagamiento por acrilamida) y susceptibilidad a la hidrólisis por
tripsina (menor protección frente a la hidrólisis). La unión de calcio a concentracio-
nes superiores a 0.5 mM a la SP-A o el NaCl, en presencia de calcio micromolar,
inducen autoagregación de la SP-A. La desglicosilación de la SP-A o la presencia de
manano no reducen la autoagregación de la proteína. La autoagregación de la SP-A
provoca cambios en la estructura de la proteína que se manifiestan mediante
espectroscopia de fluorescencia (disminución de la intensidad de emisión de
fluorescencia, menor protección frente al apagamiento por acrilamida y cambio del
tipo de representación de Stern-Volmer del apagamiento de la fluorescencia por
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acrilamida), dicroísmo circular (disminución de la banda de elipticidad negativa a 205
nm) y susceptibilidad a la hidrólisis por tripsina (menor protección frente a la
hidrólisis).
La SP-A autoagrega a pH ácido. El proceso es independiente de calcio. La
autoagregación de la SP-A a pH ácido induce cambios estructurales en la SP-A que
se manifiestan mediante espectroscopia de fluorescencia y dicroísmo circular. Los
cambios observados en la estructura de la SP-A como consecuencia de la autoagrega-
ción de la proteína a pH ácido son cualitativamente idénticos a los que se producen
en la forma agregada (inducida por calcio milimolar o fuerza iónica) de la SP-A a pH
neutro.
3) Hasta el momento no se ha estudiado el efecto que tienen los lípidos sobre la
estructura de la SP-A. Este ha sido el objetivo del tercer bloque de estudios
realizados. La interacción de la SP-A humana y porcina con los fosfolípidos induce
un cambio conformacional en la proteína que modifica sus propiedades fluorescentes
(incremento de la intensidad de emisión de fluorescencia, mayor protección frente
al apagamiento por acrilamida y cambio del tipo de representación de Stern-Volmer
del apagamiento de la fluorescencia por acrilamida) y el espectro de dicroísmo
circular (disminución de la banda de elipticidad negativa a 205 nm). Los efectos de
distintas clases de fosfolipidos sobre la estructura de la SP-A son cualitativamente
idénticos, pero cuantitativamente distintos: los cambiosobservados en la fluorescencia
intrínseca de la SP-A porcina y humana son mayores en presencia de vesículas de
DPPC que en presencia de DPPG, DPPC/DPPQ y 1-palmitoil.LPC. No se produce
ningún efecto con vesículas de PC de huevo. Asimismo, los fluoróforos de la SP-A
de cerdo están más protegidos frente al apagamiento por acrilamida en presencia de
vesículas de DPPC que en presencia de DPPG o LPC. En el caso de la SP-A humana
sólo se observa protección de los triptófanos frente al apagamiento por acrilamida
tras la interacción con vesículas de DPPC.
La presencia de fuerza iónica fisiológica es imprescindible para la interacción de la
SP-A con vesículas cargadas negativamente. A baja fuerza iónica se reduce la
interacción de vesículas de DPPC con la SP-A.
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El incremento observado en la emisión de fluorescencia de la SP-A en presencia de
vesículas de DPPC es mayor cuando las vesículas se encuentran en estado gel que
cuando están en el estado líquido-cristalino.
4) El último bloque de estudios se han centrado en el efecto de la SP.A sobre los lípi
dos, en concreto la agregación de vesículas de fosfolípidos inducida por la SP-A. Se
han estudiado los parámetros que gobiernan el proceso. La agregación de vesículas
es dependiente de calcio. El proceso se produce a concentraciones de calcio del orden
de 5 pM. La agregación máxima se alcanza en presencia de calcio 0.5 mM. El
requerimiento de calcio es distinto al de la autoagregación de la proteína, lo que
indica que la agregación de vesículas de fosfolípidos no se produce como consecuen-
cia de la autoagregación de la proteína. La máxima actividad de agregación se
alcanza a una relación lípido/SP-A en torno a 10:1-13:1. La presencia de las cadenas
oligosacáridas de la SP-A es importante para la máxima actividad de agregación de
la proteína. La desglicosilación de la SP-A reduce un 25% su actividad de agregación
de vesículas. El requerimiento de calcio para la proteína desglicosilada es idéntico al
de la SP-A control. La agregación de vesículas de fosfolípidos es mayor cuando las
vesículas se encuentran en el estado gel que cuando están en el estado liquido-
cristalino.
La SP-A agrega vesículas de fosfolípidos neutros tanto a baja fuerza iónica como
fuerza iónica fisiológica. La agregación de vesículas ácidas requiere la presencia de
NaCí 150 mM.
La SP-A agrega vesículas de fosfolípidos a pH ácido. El proceso es independiente de
calcio. A pH ácido disminuye la extensión de la agregación de vesículas neutras y
aumenta la extensión de la agregación de vesículas ácidas.
Las proteínas hidrofóbicas incrementan la actividad de agregación de vesículas
inducida por la SP-A.
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